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(57) Abstract 

The invention concerns novel peptide and nucleotide sequences, and their pharmaceutical use. More particularly, the invention 
concerns novel polypeptides capable of inhibiting at least partially the interaction between presenilin 1 or presenilin 2 and the /?-amyloid 
peptide precursor and/or the /?-amyloid peptide. The invention also concerns the preparation of in vitro tests for detecting molecules and 
in particular molecules capable of inhibiting said interaction. 

(57) Abrege* 



La prdsente invention conceme de nouvelles sequences peptidiques et nucleotidiques, et leur utilisation pharmaceutique. Plus 
particulierement, la presente invention concerne de nouveaux polypeptides capables d'inhiber au moins en partie interaction entre la 
preseniline 1 ou la preseniline 2 d'une part et le precurseur du peptide /?-amyloTde et/ou le peptide /?-amylolde d'autre part. La presente 
invention concerne aussi l^laboration de tests in vitro pour la mise en evidence de molecules et en particulier de petites molecules capables 
d'inhiber cette interaction. 
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5 

La presente invention concerne de nouveiles sequences peptidiques et 
nucleotidiques. Plus particulierement, la presente invention concerne de nouveaux 
polypeptides capables d'inhiber au moins en partie I'interaction entre la preseniline 
I ou la preseniline 2 d'une part et le precurseur du peptide (3-amyloide et/ou le 
10 peptide (3-amyloide d'autre part. La presente invention concerne aussi Telaboration 
de tests in vitro pour la mise en evidence de molecules et en particulier de petites 
molecules capables d'inhiber cette interaction. 

Le peptide amyloide Ap, de 37 a 42 acides amines, est le principal composant 
proteique des plaques seniles caracteristiques de la maladie d'Alzheimer. Ce 

15 peptide est produit par clivage de son precurseur, la proteine precurseur de peptide 
amyloide (APP) Des mutations dans le gene de TAPP sont responsables de 
certaines formes familiales precoces de la maladie d'Alzheimer Cependant la 
majorite de ces formes sont liees a la presence de mutations sur deux genes, 
presenilines PS1 (initialement nomme SI 82) et PS2 (initialement STM2), 

20 recemment identifies par clonage positionnel (Hardy, 1997). Ces formes sont 
dominantes et ces anomalies correspondent toutes a des mutations faux-sens a 
r exception d'une entrainant la deletion d'un exon. Les presenilines sont des 
proteines hydrophobes membranaires d'environ 45-50 kDa de masse moleculaire et 
qui presentent 67% d'identite entre elles. Elles sont homologues a deux proteines 

25 de C. elegans, SPE4 et Sel-12, qui sont impliquees de fagon indirecte 
respectivement dans le transport intracellular et dans la signalisation des 
recepteurs Notch. Cependant, la fonction physiologique des presenilines est encore 
inconnue. L'implication dans la maladie d'Alzheimer, de deux proteines si 
voisines, laisse a penser que les presenilines contribuent a une voie physiologique 

30 essentielle dans Tetiologie de cette pathologic 
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La proteine PS I comprend 467 acides amine et PS2 448. Toutes deux 
presenters la structure d'une proteine membranaire avec de 6 a 8 domaines 
transmembranaires potentiels. Chacune des presenilines est sujette in vivo a un 
clivage proteolytique precis resultant en deux fragments generalement denommes 

5 fragments N(amino)- et C(carboxy)-terminaux (Thinakaran et col., 1996). Ce 
clivage a ete cartography entre les residus 291 et 299 de PS1 (Podlisny et col., 
1997) et dans une region homologue de PS2. On entend done en general par 
fragment N-terminal (N-ter), le fragment de la position 1 a approximativement 291 
de PS1 et par fragment C -terminal, le complement. Bien que la topologie exacte 

10 des presenilines dans les membranes lipidiques ne soit pas clairement etablie, il est 
propose que leurs extremites N- et C-terminalesfRci i, ainsi que la grande boucle 
hydrophile, soient presentes dans le compartiment cytosolique (Doan et col, 1996, 
voir schema figure I ). 

II a maintenant ete demontre que les formes mutees des presenilines 
15 induisent r augmentation de la production du peptide amyloide long AP 1-42 par 
rapport a celle de Ap 1-40 autant chez les patients porteurs (Scheuner et coll., 
1996), qu'en cellules transferees (Borchelt et coll., 1996) ou en souris 
transgeniques (Duff et coll; 1996) Le peptide amyloide AP, qui forme les plaques 
seniles, lesions caracteristiques de la pathologic et ses differentes formes sont 
20 derives du catabolisme de la proteine precurseur de Pamyloide, APP En 
particulier, deux formes essentielles du peptide amyloide ont ete decrites, une de 
quarante residus, AP40, et r autre possedant deux residus supplementaires en son 
carboxy terminal, AP42. In vitro, le peptide AP presente de fortes proprietes 
d'agregation qui sont accrues pour la forme AP42 et ce dernier semble 
25 effectivement former les premiers agregats detectables dans la pathologie. Par 
ailleurs, la forme AP42 est specifiquement produite apres trauma cranien chez 
Thomme, lequel constitue un des facteurs de risques environnementaux les mieux 
etablis de la maladie d'Alzheimer. De plus, les formes genetiques precoces de la 
maladie liees a des mutations autant sur I' APP (il y en a six) que maintenant sur les 
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presenilines 1 et 2, concourent toutes a une augmentation du ratio Ap42/Ap40. 
L'ensemble de ces facteurs semble designer le AP42 comme I'agent cle de la 
pathologie autant dans les formes genetiques que sporadiques de la maladie et 
Telucidation de son mecanisme de formation est devenu une question 
5 fondamentale. 

A cet egard, la formation de complexe dans la meme enveloppe cellulaire 
entre le precurseur du peptide (3-amyloide et PS1 ou PS2 a ete rapportee 
(Weidemann et al. 1997, Xia et al., 1997) cependant on ne connait pas la nature 
precise des evenements responsables de la production du peptide p-amyloide et 
10 aucun lien n'a encore pu etre etabli entre le role possible de ces complexes et la 
production du peptide P-amyloide Ap42. II est neanmoins important de remarquer 
que le peptide AP42, mais non pas le AP40, semble etre localise dans le reticulum 
endoplasmique dans les cellules neuronales (Hartmann et al., 1997). 

La presente invention resulte de Identification et de la caracterisation par 
15 la demanderesse de regions particulieres de la preseniline I (PS1) et de la 
preseniline 2 (PS2), ainsi que de regions particulieres du precurseur du peptide P~ 
amyloide (APP) impliquees dans la formation de complexes APP/PS1 et APP/PS2 

La presente invention decoule en particulier de la mise en evidence de la 
capacite de la region N-terminale hydrophile (acides amines 1-87) de la PS2 a 

20 reconnaitre differents domaines de APP. Elle decoule en outre de la mise en 
evidence de proprietes similaires pour la region N-terminale de PS1 (fragment 1- 
213). Elle resulte egalement de la demonstration de la capacite des polypeptides 
derives des regions des presenilines definies ci-avant a inhiber la formation des 
complexes entre PAPP et les presenilines. Les presenilines de la presente demande 

25 correspondent essentiellement a la preseniline 1 (PS1) et/ou a la preseniline 2 
(PS2). 

La presente invention resulte en outre de la mise en evidence de la 
localisation cellulaire particuliere, non attendue, des regions en interaction par 
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rapport a la membrane lipidique. Elle decoule plus particulierement du fait que ces 
interactions peuvent prendre place non seulement au niveau membranaire mais 
egalement au niveau de la lumiere du reticulum endoplasmique et dans le 
compartiment extracellulaire. Ceci est inattendu dans la mesure ou la region N- 
5 terminale des PS (impliquee dans Interaction) est generalement consideree 
comme etant localisee dans le cytoplasme dans des conditions standard. 

La caracterisation des domaines d'interaction de l'APP et des presenilines 
et la mise en evidence des differentes localisations cellulaires de ces interactions 
permettent d'envisager la preparation de nouveau polypeptides utilisables 
10 pharmaceutiquement. 

10 Un premier objet de Tinvention concerne done des polypeptides capables 

d'inhiber au moins en partie Tinteraction entre une preseniline et le precurseur du 
peptide p-amyloide et/ou le peptide P-amyloide. 

Au sens de capable d'inhiber Interaction, on entend que la presence des 
polypeptides de 1'invention et/ou des ligands et/ou molecules mis en evidence a 
15 I'aide du procede de Invention, suffisent a inhiber au moins partiellement la dite 
interaction entre une preseniline et/ou son extremite N-Terminale et le precurseur 
du peptide P-amyloide et/ou le peptide P-amyloide et de preference le peptide AP,. 

42- 

II est demontre dans les exemples de la presente demande que Tinhibition 
20 de cette interaction avec un des polypeptides de ^invention, conduit a la diminution 
de la production du peptide amyloide intracellulaire Ap M 2 Cette consequence 
fonctionnelle est done envisagee pour tout polypeptide de Tinvention et/ou ligands 
et/ou molecules mis en evidence a Taide du procede de V invention. Inhiber cette 
interaction et done inhiber la production de Ap N4 2, represente par consequent une 
25 cible therapeutique de choix dans les maladies impliquant cette forme du peptide 
amyloide. 
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Selon un mode particulier, les polypeptides selon Pinvention comportent 
au moins une partie de la preseniiine 2 (PS2) permettant Pinteraction avec le 
precurseur du peptide p-amyloide et/ou le peptide P-amyloide. De maniere 
preferee, les polypeptides selon Pinvention sont caracterises en ce que la partie de 
5 PS2 correspond au fragment N-terminal hydrophile de PS2 Plus preferentiellement 
les polypeptides selon Pinvention comprennent tout ou partie de la sequence 
correspondant a la sequence SEQ ID N°l ou d'une sequence derivee de celle-ci. 

Selon un autre mode de realisation, les polypeptides selon Pinvention 
comportent au moins une partie de PS I permettant Pinteraction avec le precurseur 
10 du peptide P-amyloide et/ou le peptide p-amyloide. De maniere preferee les 
polypeptides selon Pinvention comprennent tout ou partie de la sequence 
correspondant a la sequence SEQ ID N°2 ou d'une sequence derivee de celle-ci. 

Selon un autre mode de realisation les polypeptides selon Pinvention 
comprennent au moins les regions d'homologie communes correspondant aux 
15 sequences SEQ IDN°1 et SEQ ID N°2 

Selon un autre mode de realisation les polypeptides selon Pinvention 
comportent au moins une partie du precurseur du peptide P-amyloide (APP). De 
maniere preferee, les polypeptides selon Pinvention comportent une partie de i'APP 
hormis la region correspondant au peptide p-amyloide. Encore plus 
20 preferentiellement, les polypeptides sont caracterises en ce que la partie du 
precurseur du peptide P-amyloide comprend tout ou partie du fragment 1-596. Plus 
preferentiellement, les polypeptides selon Tinvention component tout ou partie 
d'une sequence choisie parmi-la sequence correspondant au fragment 1-596 de la 
sequence SEQ ID N°3, ou une sequence derivee. 

25 Au sens de la presente invention, le terme sequence polypeptidique derivee 

designe toute sequence polypeptidique differant des sequences polypeptidiques 
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correspondant aux sequences presentees en SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2, ou les 
fragments designes de la SEQ ID N°3, obtenue par une ou piusieurs modifications 
de nature genetique et/ou chimique, et possedant !a capacite d'inhiber au moins en 
partie Interaction entre la preseniline 1 ou la preseniline 2 et le precurseur du 

5 peptide P-amyloide et/ou le peptide p-amyloide. Par modification de nature 
genetique et/ou chimique, on doit entendre toute mutation, substitution, deletion, 
addition et/ou modification d'un ou piusieurs residus. De tels derives peuvent etre 
generes dans des buts differents, tels que notamment celui d'augmenter I'affinite du 
peptide pour son site d'interaction, celui d'ameliorer son niveau de production, 

10 celui d'augmenter sa resistance aux proteases, celui d'augmenter son efficacite 
therapeutique ou de reduire ses effets secondaires, ou celui de lui conferer de 
nouvelles proprietes pharmacocinetiques et/ou biologiques. 

LMnvention fournit egalement des composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques utilisables pharmaceutiquement. II est en effet possible, 

15 a partir des motifs polypeptidiques decrits dans la presente demande, de realiser 
des molecules qui inhibent au moins partiellement Tinteraction entre la preseniline 
1 ou la preseniline 2 et le precurseur du peptide P-amyloYde et/ou le peptide P- 
amyloide , et qui soient non exclusivement peptidiques et compatibles avec une 
utilisation pharmaceutique. A cet egard, l'invention concerne Tutilisation de 

20 polypeptides tels que decrits ci-avant pour la preparation de molecules non 
peptidiques, ou non exclusivement peptidiques, actives pharmacologiquement, par 
determination des elements structuraux de ces polypeptides qui sont importants 
pour ieur activite et reproduction de ces elements par des structures non 
peptidiques ou non exclusivement peptidiques. L'invention a aussi pour objet des 

25 compositions pharmaceutiques comprenant une ou piusieurs molecules ainsi 
preparees. 

Les polypeptides selon l'invention doivent comprendre des sequences 
permettant une localisation cellulaire precise afin d'inhiber 1'interaction entre les 
presenilines et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou le peptide p-amyloide . 
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Preferentiellement ce sont ies polypeptides derives de SEQ ID ! et SEQ ID 2 qui 
comprenent des sequences de localisation cellulaire exogene et de maniere encore 
plus preferee un polypeptide comprenant I'extremite N-Terminale de PS1 ou de 
PS2 Parmi ces sequences on peut citer les sequences de peptide signal telles que la 
5 sequence du peptide signal de IgkB, le peptide signal de KAPP, les peptides signal 
des sous-unites des recepteurs nicotiniques de Tacetylcholine musculaires et 
centraux etc 

Parmi les polypeptides particulierement interessants on peut cite un 
polypeptide comprenant les 87 premiers residus de i'extremite N-Terminale de PS2 
10 et ie peptide signal de IgkB. 

La presente invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique 
codant pour un peptide capable d'inhiber au moins en partie Interaction entre la 
preseniline 1 ou la preseniline 2 et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou le 
peptide (3-amyloide. Selon un mode particulier, il s'agit d'une sequence 

15 nucleotidique comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique SEQ ID N°l 
ou d'une sequence derivee de celle-ci. Selon un autre mode, il s'agit d'une 
sequence nucleotidique comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique 
SEQ ID N°2 ou d'une sequence derivee de celle-ci. De maniere preferee, il s'agit 
d^une sequence nucleotidique comprenant les zones d'homologies communes aux 

20 sequences nucleotidiques SEQ ID N°l et SEQ ID N°2. Selon un autre mode, il 
s'agit de ia sequence nucleotidique correspondant au fragment 1-596 (acides 
nucleiques 1 a 1788) de la sequence SEQ ID N°3, ou une sequence derivee. 

Au sens de la presente invention, le terme sequence nucleotidique derivee 
25 designe toute sequence differant de la sequence consideree en raison de la 
degenerescence du code genetique, obtenue par une ou plusieurs modifications de 
nature genetique et/ou chimique, ainsi que toute sequence hybridant avec ces 
sequences ou des fragments de celles-ci et codant pour un polypeptide selon 
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Tinvention. Par modification de nature genetique et/ou chimique, on peut entendre 
toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs 
residus. Le terme derive comprend egalement les sequences homologues a la 
sequence consideree, issues d'autres sources cellulaires et notamment de cellules 
5 d'origine humaine, ou d'autres organismes. De telles sequences homologues 
peuvent etre obtenues par des experiences d* hybridation. Les hybridations peuvent 
etre realisees a partir de banque d'acides nucleiques, en utilisant comme sonde, la 
sequence native ou un fragment de celle-ci, dans des conditions variables 
d'hybridation (Maniatis et al. 1 982). 

10 Les sequences nucleotidiques selon Tinvention peuvent etre d'origine 

artificielle ou non. 11 peut s'agir de sequences genomiques, d'ADNc, d'ARN, de 
sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques. Ces 
sequences peuvent etre obtenues par exemple par criblage de banques d'ADN 
(banque d'ADNc, banque d'ADN genomique) au moyen de sondes elaborees sur la 

15 base de sequences presentees ci-avant, De telles banques peuvent etre preparees a 
partir de cellules de differentes origines par des techniques classiques de biologie 
moleculaire connues de I'homme du metier. Les sequences nucleotidiques de 
Tinvention peuvent egalement etre preparees par synthese chimique ou encore par 
des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique de 

20 sequences obtenues par criblage de banques. D'une maniere generale les acides 
nucleiques de Tinvention peuvent etre prepares selon toute technique connue de 
Thomme du metier. 

Un autre objet de la presente invention concerne un procede de 
preparation des polypeptides de Tinvention selon lequel on cultive une cellule 
25 contenant une sequence nucleotidique selon Tinvention, dans des conditions 
depression de ladite sequence et on recupere le polypeptide produit. Dans ce cas, 
la partie codant pour ledit polypeptide est generalement placee sous le controle de 
signaux permettant son expression dans un hote cellulaire. Le choix de ces signaux 
(promoteurs, terminateurs, sequence leader de secretion, etc.) peut varier en 
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fonction de l'hote cellulaire utilise. Par ailleurs, les sequences nucieotidiques de 
1'invention peuvent faire partie d'un vecteur qui peut etre a replication autonome 
ou integratif Plus particulierement, des vecteurs a replication autonome peuvent 
etre prepares en utilisant des sequences a replication autonomes chez Phote choisi. 
5 S'agissant de vecteurs integratifs, ceux-ci peuvent etre prepares, par exemple, en 
utilisant des sequences homologues a certaines regions du genome de Phote, 
permettant, par recombinaison homologue, Tintegration du vecteur. 

La presente invention a egalement pour objet des cellules hotes 
transformees avec un acide nucleique comportant une sequence nucleotidique 

10 selon Tinvention. Les hotes cellulaires uttlisables pour la production des peptides 
de Tinvention par voie recombinante sont aussi bien des hotes eucaryotes que 
procaryotes. Parmi les hotes eucaryotes qui conviennent, on peut citer les cellules 
animates, les levures, ou les champignons En particulier, s'agissant de levures, on 
peut citer les levures du genre Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia y 

15 Schwanniomyces. ou Hansenula S'agissant de cellules animales, on peut citer les 
cellules COS, CHO, CI27, de neuroblastomes humains etc. Parmi les champignons, 
on peut citer plus particulierement Aspergillus ssp. ou Thchoderma ssp. Comme 
hotes procaryotes. on prefere utiliser les bacteries suivantes E.coli, Bacillus^ ou 
Streptomyces. 

Selon un mode prefere. les cellules hotes sont avantageusement 
20 representees par des souches de levures recombinantes pour Texpression des acides 
nucleiques de Tinvention ainsi que la production des proteines derivees de ceux-ci. 

Preferentiellement. les cellules hotes comprennent au moins une sequence 
ou un fragment de sequence choisis parmi les sequences SEQ ID N°l ou SEQ ID 
N° 2, ou les fragments designes de la SEQ ID N°3 pour la production des 
25 polypeptides selon Tinvention. 

Les sequences nucieotidiques selon Tinvention peuvent etre utilisees dans 
le cadre de therapies geniques notamment grace a Tajout d'un peptide signal pour 
les derives de SEQ ID N°l et SEQ ID N°2, pour la production et le transfert in vivo 
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de polypeptides capables d'inhiber au moins en partie V interaction entre la 
preseniline 1 ou la preseniline 2 et le precurseur du peptide p-amyloide et/ou le 
peptide P-amyloide. En effet, de maniere inattendue, il est mis en evidence dans la 
presente demande qu'un peptide signal est necessaire a l'adressage dans la lumiere 
5 du reticulum endoplasmique des polypeptides de I'invention et pour conferer ainsi 
aux polypeptides derives des sequences SEQ ID N°l et SEQ ID N°2 une activite 
biologique dans le but d"inhiber I'interaction entre les presenilines et le precurseur 
du peptide p-amyloide et/ou le peptide P-amyloide. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, les sequences 
10 nucleotidiques de I'invention sont utilisees pour la construction d'une cassette 
d'expression, utilisable dans un vecteur d'expression. En particulier, la cassette 
d'expression sert a la production des polypeptides selon I'invention. 

Les polypeptides de I'invention peuvent etre obtenus par expression dans 
un hote cellulaire d'une sequence nucleotidique telle que decrite ci-dessus, 
15 incorporee ou non dans un ADN recombinant, en utilisant les techniques connues 
de rhomme du metier, ou par une combinaison de ces techniques. 

Preferentiellement, les sequences nucleiques selon ['invention font partie 
d'un vecteur utile pour induire in vivo, ex vivo et/ou in vitro I'expression des 
polypeptides revendiques. Le vecteur utilise peut etre d'origines diverses, des lors 

20 qu'il est capable de transformer les cellules animales, de preference les cellules 
nerveuses humaines. II peut s'agir de vecteur viral, non viral ou d'un vecteur 
plasmidique. Dans un mode prefere de mise en oeuvre de I'invention, on utilise un 
vecteur viral, qui peut deriver des adenovirus, retrovirus, virus adeno-associes 
(AAV), du virus de I'herpes, du cytomegalovirus (CMV), du virus de la vaccine, 

25 etc. Des vecteurs derives des adenovirus, des retrovirus, ou des AAV incorporant 
des sequences d'acides nucleiques heterologues ont ete decrits dans la litterature 
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[Akli et al.. Nature Genetics 3 (1993) 224 ; Stratford-Perricaudet et al.. Human 
Gene Therapy 1 (1990) 241 ; EP 185 573, Levrero et al., Gene 101 (1991) 195 ; Le 
Gal la Salle et al.. Science 259 (1993) 988 ; Roemer et Friedmann, Eur. J. 
Btochem. 208 (1992) 21 1; Dobson et al.. Neuron 5 (1990) 353 ; Chiocca et al., 
5 New Biol. 2 (1990) 739 ; Miyanohara et al.. New Biol. 4 (1992) 238 ; 
WO91/18088]. 

La presente invention concerne done egalement tout virus recombinant 
comprenant, inseree dans son genome, une sequence nucleique telle que definie 
avant et codant pour un polypeptide de invention. 

10 Avantageusement, le virus recombinant selon i'invention est un virus 

defectif. Le terme "virus defectif ' designe un virus incapable de se repliquer dans 
la cellule cible. Generalement, le genome des virus defectifs utilises dans le cadre 
de la presente invention est done depourvu au moins des sequences necessaires a 
la replication dudit virus dans la cellule infectee. Ces regions peuvent etre soit 

15 eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non-fonctionnelles, soit substitutes 
par d'autres sequences et notamment par I'acide nucleique de I'invention. 
Preferentiellement, le virus defectif conserve neanmoins les sequences de son 
genome qui sont necessaires a 1'encapsidation des particules virales. 

II est particulierement avantageux d'utiliser les sequences nucleiques de 
20 I'invention sous forme incorporee a un adenovirus, un AAV ou un retrovirus 
recombinant defectif Selon un mode de realisation prefere, il s'agit d'un 
adenovirus. 
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II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les 
proprietes varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le 
cadre de la presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 
5) ou les adenovirus d'origine animale (voir demande W094/26914). Parmi les 
5 adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on 
peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard 
et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple 
: SAV). De preference, Padenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
10 800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de Invention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. Preferentiellement, dans le 
genome des adenovirus de Pinvention, la region El au moins est non fonctionnelle. 
Le gene viral considere peut etre rendu non fonctionnel par toute technique connue 
de Phomme du metier, et notamment par suppression totale, substitution, deletion 
15 partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases dans le ou les genes consideres. 
D'autres regions peuvent egalement etre modifiees, et notamment la region E3 
(WO95/02697), E2 (W094/28938), E4 (W094/28152, W094/12649, 
WO95/02697) et L5 (WO95/02697). Selon un mode prefere de mise en oeuvre, 
Padenovirus comprend une deletion dans les regions El et E4. Selon un autre mode 
20 de realisation prefere, il comprend une deletion dans la region El au niveau de 
laquelle sont inseres la region E4 et la sequence codante. Dans les virus de 
Pinvention, la deletion dans la region El s'etend preferentiellement des nucleotides 
455 a 3329 sur la sequence de Padenovirus Ad5. Selon un autre mode de realisation 
prefere, la sequence d'acide nucleique exogene est inseree au niveau de la deletion 
25 dans la region El. 
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Les virus recombinants defectifs de 1'invention peuvent etre prepares par 
recombinaison homologue entre un virus defectif et un plasmide portant entre autre 
la sequence nucleotidique telle que definie ci-avant (Levrero et al., Gene 101 
(1991) 195; Graham, EMBO J. 3(12) (1984) 2917). La recombinaison homologue 
5 se produit apres co-transfection desdits virus et plasmide dans une lignee cellulaire 
appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par 
lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la 
partie du genome du virus defectif, de preference sous forme integree pour eviter 
les risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee utilisable pour la 

10 preparation d'adenovirus recombinants defectifs, on peut mentionner la lignee de 
rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui 
contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d ! un 
adenovirus Ad5 (12 %). A titre d'exemple de lignee utilisable pour la preparation 
de retrovirus recombinants defectifs, on peut mentionner la lignee CRIP (Danos et 

15 Mulligan, PNAS 85 (1988) 6460). Ensuite, les virus qui se sont multiplies sont 
recuperes et purifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

La presente demande a egalement pour objet des virus recombinants 
defectifs comprenant une sequence nucleique heterologue codant pour un 
polypeptide selon Finvention. 

20 Un autre objet de Pinvention reside dans des anticorps ou fragment 

d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux. De tels anticorps peuvent etre generes 
par des methodes connues de Thomme du metier. En particulier ces anticorps 
peuvent etre prepares par immunisation d'un animal contre un polypeptide dont la 
sequence est choisie parmi les sequences SEQ ID N°l ou SEQ ID N°2 ou les 

25 fragments designes de la SEQ ID N°3, puis prelevement du sang et isolement des 
anticorps. Ces anticorps peuvent egalement etre generes par preparation 
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d'hybridomes selon les techniques connues de I'homme de Tart. Les anticorps ou 
fragment d'anticorps selon ('invention peuvent notamment etre utilises pour inhiber 
au moins en partie Pinteraction entre la preseniline 1 ou la preseniline 2 et le 
precurseur du peptide (J-amyloide et/ou le peptide P-amyloide. 

5 Un autre objet de la presente invention concerne un procede d'identification 

de composes capables de moduler ou d'inhiber au moins en partie ['interaction 
entre la preseniline 1 ou la preseniline 2 et le precurseur du peptide (J-amyioide 
et/ou le peptide P-amyloide. En particulier, le procede est utilisable comme test de 
criblage de molecules pour identifier de tels composes inhibiteurs. 

10 Ce test repose en particulier sur la detection de 1'inhibition de 1'interaction 

d'une maniere general e entre les presenilines (1 ou 2) et I'APP ou le peptide AP et 
d'une maniere particuliere entre le peptide Ap M 2 et l'extremite N-Terminale de PS2 
. En effet, a 1'aide de proteines marqueur fixees aux presenilines ou des fragments 
de celles-ci et de systemes de revelation appropries et notamment par 

15 immunoprecipitation, utilisation de chromophores ou fluophores, il est tout a fait 
possible de detecter une inhibition dans 1'interaction des proteines ou fragments de 
celles-ci, precedemment cites . Un tel procede comprend done au moins une etape 
de marquage des presenilines et/ou de I'APP ou des fragments de ceux-ci et une 
etape de detection de Tinhibition de Tinteraction soit entre le peptide AP1-42 et 

20 l'extremite N-terminale des presenilines et preferential em en t PS2, soit entre les 
proteines completes APP et presenilines. 

Selon un premier mode de realisation du procede, la mise en evidence 
et/ou identification de tels composes est realisee selon les etapes suivantes : 

- Le peptide Ap,^ est absorbe au prealable sur une membrane de 
25 nitrocellulose par incubation. 
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- un extrait bacterien contenant tout ou partie d'une preseniline (PS1 ou 
PS2) et avantageusement I'extremite N-Terminale, est ensuite ajoute pour 
incubation avec la molecule ou un melange contenant differentes molecules a tester 

- Apres lavages, Tinteraction de la preseniline avec le peptide A(V 4 2 sur le 
5 filtre de nitrocellulose est mise en evidence a I'aide de proteines marqueur des 

presenilines. Les molecules recherchees inhibent Interaction et diminuent done 
Tintensite du signal des proteines marqueur. 

Les proteines marqueur utilisees sont avantageusement a) la proteine fixatrice du S- 
tag, couplee a la phosphatse alkaline ou a un chromophore fluorescent, ou b) un 
10 anticorps anti-PSNT e'est-a-dire dirige contre I'extremite N-Terminal d'une 
preseniline. 

Selon une autre mode de realisation du procede, la recherche de nouveaux 
composes est efFectuee de la maniere suivante : 

- le peptide A(i42 incube au prealable sur une plaque contenant des puits 
1 5 (format 96 puits ou superieur) 

- 1'extremite N-terminale d f une preseniline recombinante purifiee est 
ensuite ajoutee avec la molecule ou un melange contenant differentes molecules a 
tester, pour incubation 

- Apres lavages, Tinteraction de la preseniline avec le peptide APt_ 42 dans 
20 la plaque est mise en evidence a Taide de proteines marqueur des presenilines. La 

perte de Interaction entre les presenilines et le precurseur du peptide P-amyloide 
et/ou le peptide P-amyloide est detectee par spectrophotometrie. 
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Dans le cas precis de Putilisation de la proteine fixatrice du S-tag couplee a la 
phosphatase alkaline comme proteine marqueur, apres revelation avec un substrat 
colorimetrique, le signal est detecte a 450 nm . 

Selon un mode de realisation avantageux et prefere du procede, la mise en 
5 evidence et/ou I'isolement de composes capables de moduler ou d'inhiber au moins 
en partie Interaction d'une maniere generate entre la preseniline 1 ou la 
preseniline 2 et ie precurseur du peptide P-amyloide et/ou le peptide P-amylotde et 
d'une maniere particuliere entre le peptide AP1.42 et l'extremite N-Terminale de 
PS2, est realise selon les etapes suivantes: 

10 - on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 

molecules avec le peptide Api.42 synthetase avec une biotine et un bras de 3 
^Alanines (ou de 3 lysines) a son extremite N-terminale (en amont de la position 
1) 

- on incube le melange reactionnel precedent avec l'extremite N-terminale 
15 d'une preseniline purifiee marquee a I'aide d'un premier fluorophore. 

Avantageusement, le fluophore est le cryptate d'Europium 

- on ajoute la streptavidine (qui se fixera sur la biotine du peptide biot- 
AP1-42) couplee a un second fluophore, capable d'etre excite a la longueur d'onde 
d'emission du premier fluophore afin qu'il beneficie d'un transfert de fluorescence 

20 si les deux fluorophores se trouvent a forte proximite. 

- la mise en evidence des nouveaux composes inhibant 1'interaction est 
detectee par fluorometrie a la longueur d'emission du premier fluophore et/ou en 
mesurant la diminution du signal a la longueur d'onde d'emission du second 
fluophore 
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Selon un mode particulier, ce second fluophore est la XL665 qui est 
I'allophycocyanine crosslinkee chimiquement pour augmenter sa fluorescence a 
665 nm (CisBiointernational). La perte de I'interaction est done est detectee par 
fluorometrie a la longueur d'onde d'emission du premier fluophore et par la 
5 diminution du signal de la XL665 dont la longueur d'onde d 1 emission est a 665 
nm. 

Ce procede est tout a fait avantageux car ii permet de mettre en evidence 
directement 1'interaction entre les presenilines et l'APP et/ou le peptide AP en phase 
Jiquide et homogene et par consequent mettre en evidence les molecules 
inhibitrices de ladite interaction. En efTet, ce procede repose sur le transfert de 
fluorescence entre deux fluophores si ces deux chromophores sont en proximite 
physique (done en cas d'interaction entre AP1-42 et la proteine recombinante). 
Selon une variante preferee du procede, le premier fluophore est le cryptate 
d'Europium, porte par la proteine recombinante marquee (excite a 337 nm) 
reagissant avec la streptavidine-XL665 fixee sur le peptide biot-AP, et en 
particulier le peptide biot-APi-42 Avantageusement, la proteine marquee est 
constitute par I'extremite N-Terminale de Tune ou 1'autre des presenilines (PSNT- 
K). La perte de la fluorescence a 665 nm et i'augmentation de la fluorescence a 620 
nm caracteristique du cryptate d'Europium indique une inhibition de I'interaction 
entre les presenilines ou leurs extremites N-Terminales et TAPP et/ou le peptide Ap 
par les molecules recherchees. 

Selon une variante de ce procede, la molecule ou le melange contenant les 
differentes molecules peuvent etre mis en contact d'abord avec Textremite N- 
terminale d'une preseniline puriflee marquee a Paide du cryptate d* Europium 
25 (PSNT-K) puis avec le peptide Apl-40 ou Api-42 portant une biotine et un bras de 
3 pAlanines (ou de 3 lysines) a leur extremite N-terminale. Le mise en evidence de 
nouvelle molecules capables de moduler ou d'inhiber au moins en partie 
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I'interaction entre la preseniline I ou la preseniline 2 et le precurseur du peptide P- 
amyloide et/ou le peptide (3-amyloide sera faite egalement, apres adjonction de la 
streptavidine marquee a la XL665, par spectrofluorometrie selon le procede 
precedent et notamment par lecture de la fluorescence a 665 nm. 

5 Selon un dernier mode de realisation du procede de mise en evidence de 

composes inhibant I'interaction d'une maniere generate entre les presenilines (1 ou 
2) et 1'APP ou le peptide Ap et d'une maniere particuliere entre la peptide Ap M 2 et 
1'extremite N-Terminale de PS2 comporte les etape suivantes : 

- on met en contact un melange a) de lysats cellulaires contenant tout ou 
10 partie d'une preseniline (PS1 ou PS2) et avantageusement 1'extremite N-Terminale, 

b) de lysats cellulaires contenant PAPP, lysats obtenus a partir de cellules infectees 
par des virus et en particulier par des baculovirus et c) la molecule ou un melange 
contenant differentes molecules a tester 

- on co-immunoprecipite a Taide d'anticorps appropries et bien connus de 
15 I'homme du metier, les proteines solubilisees et correspondant aux presenilines ou 

a I'APP ou le peptide A P 

- la perte de la co-immunoprecipitation des presenilines et de PAPP est 
revelee par western blot avec des anticorps marqueurs indiquant que les molecules 
testees ont la propriete inhibitrice recherchee 

20 Dans un mode particulier, les procedes de I'invention decrits 

precedemment sont adaptes a la mise en evidence et/ou l'isolement de ligands, 
agonistes ou antagonistes de I'interaction entre les presenilines et le precurseur du 
peptide P-amyloide et/ou le peptide p-amyloide. 
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La presente invention concerne egalement I'utilisation des polypeptides 
definis precedemment pour la mise en evidence de ligands des polypeptides mais 
surtout de ligands des presenilines, du precurseur du peptide P-amyloide et/ou du 
peptide P-amyloide, et preferentiellement du peptide Api^ 2 et/ou de I'extremite N- 
5 Terminale de PS2, ainsi que de composes capables d'inhiber au moins en partie 
Tinteraction entre une preseniline et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou le 
peptide p-amyloide 

Un autre objet de Tinvention concerne I'utilisation d'un ligand ou d'un 
modulateur identifie et/ou obtenu selon les procedes decrits ci-avant comme 
10 medicament De tels ligands ou modulateurs de par leur capacite a interferer au 
niveau de Tinteraction entre les presenilines et le precurseur du peptide P-amyloide 
et/ou le peptide P-amyloide peuvent done moduler la production du peptide 
amyloide Api_ 42 et permettre de traiter certaines affections neurologiques et 
notamment la maladie d'Alzheimer. 

15 Un autre objet de Tinvention concerne la mise au point d'un test 

d'interaction entre une preseniline et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou le 
peptide P-amyloide, et preferentiellement entre le peptide Ap,_ 4 2 et I'extremite N- 
Terminale de PS2, caracterise en ce qu'il comprend au moins une etape de transfert 
de fluorescence entre deux fluophores fixes aux molecules precedentes et une etape 

20 de revelation de Tinteraction mesuree par spectrofluorometrie. Comme mentionne 
precedemment ce test est egalement utilise pour la mise en evidence de molecules 
inhibitrices de la dite interaction, selon le procede de detection de Tinhibition de 
Tinteraction, decrit dans la presente demande. 

L'invention a encore pour objet toute composition pharmaceutique 
25 comprenant comme principe actif au moins un polypeptide tel que deftni ci-avant. 
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Elle a aussi pour objet toute composition pharmaceutique comprenant 
comme principe actif au moins un anticorps ou un fragment d'anticorps tel que 
defini ci-avant, et/ou un oligonucleotide antisens, et/ou un ligand tel que defini ci- 
avant. L'invention a egalement pour objet toute composition pharmaceutique 
5 comprenant comme principe actif au moins une sequence nucleotidique telle que 
definie ci-avant. 

Par ailleurs, elle a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles les peptides, anticorps, ligands et sequences nucleotidiques definis ci- 
avant sont associes entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 

Elle a egalement pour objet les compositions dans lesquelles les sequences 
10 nucleotidiques selon l'invention sont incorporees dans un vecteur recombinant viral 
ou non viral. 

Les compositions pharmaceutiques selon ['invention peuvent etre utilisees 
pour inhiber au moins en partie Interaction entre une preseniline et le precurseur 
du peptide P-amyloide et/ou le peptide P-amyloide. II s'agit plus preferentiellement 
15 de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de maladies 
neurodegeneratives comme par exemple la maladie d' Alzheimer. 

Un autre objet de la presente invention est l'utilisation des polypeptides 
decrits auparavant pour inhiber au moins en partie V interaction entre une 
preseniline et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou le peptide P-amyloide et de 
20 maniere preferee Tutilisation de ces polypeptides pour I'obtention d r un medicament 
destine au traitement des maladies neurodegeneratives et notamment la maladie 
d'Alzheimer. 

Pour leur utilisation selon la presente invention, les polypeptides de 
invention d'une part ou toute molecule capable d'inhiber au moins en partie 
25 Pinteraction entre une preseniline et le precurseur du peptide (3-amylotde et/ou le 
peptide p-amyloide, les sequences nucleiques correspondantes d'autre part ou 
encore les vecteurs tels que decrits precedemment sont preferentiellement associes 
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a un ou des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour etre formuies en vue 
d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasals intraveineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. De preference, ils 
sont utilises sous une forme orale. La forme injectable peut etre neanmoins 
5 envisagee et pourra en particulier etre formulee avec des solutions salines 
(phosphate monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou 
magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de 
compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau 
sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de solutes 
10 injectables. 

Les doses de vecteur et en particulier de virus utilisees pour 
1'administration peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et 
notamment en fonction du site d'administration considere (organe, tissu nerveux ou 
musculaire), du nombre d'injections, du gene a exprimer, ou encore de la duree du 

15 traitement recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon 
1'invention sont formuies et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 
10 14 pfu, et de preference 10 6 a 10 10 pfu. Le terme pfu ("plaque forming unit") 
correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par 
infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 15 

20 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination 
du titre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. 

La presente invention offre un moyen efficace pour traiter les maladies 
pour lesquelles Tinteraction entre une preseniline et le precurseur du peptide P- 
amyloide et/ou le peptide P-amyloide est impliquee et de maniere preferee pour le 
25 traitement des maladies neurodegeneratives et notamment la maladie d' Alzheimer. 

La presente invention sera plus amplement detaillee a l'aide des exemples 
ci- dessous consideres de maniere descriptive et non limitative. 
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Liste des figures 

Figure I : A) Schema des constructions PS2 tronquees 

5 B) Expression en cellules COS 1. 

Figure 2 : Interaction des formes tronquees de PS2 avec APP. 

Figure 3 A) Interaction du N-term secrete de PS2 (SecPS2NT) mais pas de sa 
forme cytoplasmique (myc-PS2NT) et de APP extracellulaire. 

B) Mise en evidence de Interaction SecPS2NT /APP mais pas de myc 
1 0 -PS2NT /APP en milieu extracellulaire. 

Figure 4 : Interaction de PS2 avec les formes tronquees de APP : 

A) Interaction de PS2 avec la forme SPA4CT de I'APP mais pas avec le 
domaine cytoplasmique de TAPP (MC45F). 

B) Interaction de PS2 avec la forme CI 00 de I'APP 

1 5 Figure 5 : Interaction de PS1 et PS1DC2 avec APP et sa forme courte: 

A) Interaction de PS1 avec la forme entiere de I'APP et la forme tronquee 
SPA4CT 

B) Interaction de la forme tronquee de PS 1 (PS 1 AC2) avec I'APP 
Figure 6 : Interaction de PS1 et de APP en cellules d'insectes. 

20 A) Immunoprecipitats anti-Histidine (etiquette sur PS 1 ), revelation APP 

B) Immunoprecipitats anti-PS 1, revelation APP 

C) Immunoprecipitats inverse anti-APP, revelation PSl 

Figure 7 : Interaction de la forme secretee de PS2NT avec le peptide Ap dans le 
milieu extracellulaire. 

25 Figure 8 : Reconstitution de Interaction Ap/PS2Nt in vitro sur filtre de 
nitrocellulose. 
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A) Dose-dependance en fonction de la concentration de PS2Nt 

B) Dose-dependance en fonction de la concentration de A p.. 
Figure 9 : Interaction in vitro des formes completes de PS1 et APP. 

A) Immunoprecipitats anti-Histidine 

5 B) Immunoprecipitats anti-PS I 

Figure 10 : Deplacement par 1'extremite N-Terminale de PS2 precedee d'un peptide 
signal (SecPS2NT) de ^interaction entre PS1 et le fragment SPA4CT 

Figure 1 1 : Interaction de PS2 NT avec le peptide AP1.42 in vitro :mise en evidence 
par le test en plaque 96 puits (ELISA) 

10 Figure 12 : Interaction de PS2 NT avec le peptide APi. 4 2 mise en evidence par le 
test de transfert de fluorescence HTRF(homogenous Time-Resolved Fluorescence). 

Figure 13 : Le blocage de l'interaction APP/PS1 avec SecPS2NT conduit a 
Tinhibition de la production de peptide amyloide A P 142 intracellular 

A) Mise en evidence que le blocage de interaction APP/PS1 avec 
15 SecPS2NT conduit a Tinhibition de la production de peptide amyloide APm2 

intracellulaire 

B) Controle que ['expression de SecPS2NT n'a pas d'influence sur 
i'expression des differents trangenes 

Figure 14 : Detection de l'interaction de PS2 avec I'APP endogene des cellules COS 
20 a l'aide du traitement pharmacologique a la lactacystine 

Figure 15 : Interaction de PS2 et PS2 NT avec une deuxieme region de I'APP, 
differente du peptide A p. 

Materiels et methodes 

A/ MATERIELS 
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1. Constructions exprimant les presenilines . 

L'obtention de vecteur d'expression (vecteur hote, pcDNA3, 
InVitrogen) en cellules mammiferes des proteines humaines PS1 et PS2 a 
ete decrite precedemment (Pradier et col., 1996). Plusieurs deletions 
successives par Pextremite C-term de PS2 ont ete generees (voir FiglA). 
Les numerotations sont faites a partir du codon d'initiation de PS2 comme 
position I. 

Le fragment de restriction HindlH du vecteur PS2 (du 5 4 non- 
codant, position -55, au site interne a la position 1080) a ete purifie et mis 
en ligation avec le vecteur pcDNA3 linearise par HindlH et traite a la 
phosphatase alkaline. La PS2 tronquee ainsi produite (PS2AC1) s'etend de 
I'extremite N-terminale au residu 361 plus 7 residus apportes par 
Textremite 3' et comprend done les six premiers domaines 
transmembranaires et une large partie de la boucle hydrophile (Figl A). 

PS2AC2 a ete construit par digestion du plasmide PS2 par PstI 
(site interne a position 679) et ligation avec le fragment PstI correspondant 
a la partie 3'non-codante du vecteur PS2. La proteine tronquee PS2AC2 
s'etend de la position I au residu 228 de PS2 plus 18 residus 
supplementaires apportes par Textremite 3\ Elle inclut les quatre premiers 
domaines transmembranaires de PS2. 

Une construction similaire a ete effectuee pour PS2 portant la 
mutation N141I, PS2 AC2*. 

Le fragment de restriction HindlH (-55)/MscI(590) de la 
construction PS2AC2 a ensuite ete clone dans le vecteur pcDNA3 traite 
par HindlH et dont Textremite Apal a ete rendue a bout franc. Cette 
construction PS2AC3 s'etend de Textremite N-term au residu 198 plus 2 
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residus supplementaires comprennant done les trois premiers domaines 
transmembranaires de PS2. 

Le fragment de restriction de PS2AC2, HindlH (-55)/NcoI(504) 
rendu a bout francs en son extremite Ncol par traitement au fragment 
Klenow de TADN polymerase a ete redone dans le meme vecteur 
pcDNA3 HindIII/(Apal bout franc) pour construire PS2AC4 s'etendant 
jusqu'au residu 168 de PS2 plus 3 residus supplementaires. 

La construction de r extremite N-terminale hydrophile de PS2 a 
ete obtenue par amplification de la sequence PS2 avec les oligonucleotides 

ext5': 

S'-CGGAAIIC ATCGATTCCACC ATGCTC AC ATTC ATGGCC-3 9 (SEQ ID4) 

(chevauchant TATG initial, en gras, et introduisant un site de restriction 
EcoRI, souligne) et ext3 *: 

5'-CCG CTCGAG TCATTGTCGACCATGCTTCGCTCCGTATTTGAGG-3" 

(SEQ IDS) (introduisant un codon stop apres le residu 90 de PS2 ainsi 
qu'un site de restriction Xhol, souligne). 

Apres clonage dans le vecteur pCRII par la methode TA cloning 
(InVitrogen), la conformite du fragment de PGR a ete verifie par 
sequengage. Ce fragment (EcoRI/Xhol) a ensuite ete introduit dans un 
vecteur pcDNA3 en phase avec une sequence correspondant a Tepitope 
myc a son extremite N-terminale: mycPS2Nter. 

Pour ne pas prejuger de la topologie de PS2, le meme fragment 
Nter a ete redone dans le vecteur pSectagB, en phase avec la sequence du 
peptide signal de IgkB pour diriger la secretion de la proteine pS2Nter: 
SecPS2-Nter. 



WO 99/21886 



PCT/FR98/02278 



26 

L'extremite C-term de PS2 a ete constitute de fa?on similaire a 
Taide du fragment de restriction HindlH ( 1080)/Pstl(en 3'non-codant) 
redone dans le vecteur pSecTagB HindlH/Pstl, SecPS2Cter s'etendant du 
residu 361 a Textremite C -terminate, ou dans le vecteur pcDNA3myc en 
5 phase avec T epitope myc. 

De meme, une construction tronquee de PS1 a ete obtenue. Le 
vecteur pcDNA3-PSl a ete digere par Pflml (site a la position 636 de la 
sequence nucleique codante de PS1) et Xhol dans le 3'non codant de la 
sequence de PS1. Ces sites ont ete transformes a bout franc par traitement 
10 a la T4 ADN polymease. Le fragment vecteur, purifie sur gel d'agarose, a 

ete relige sur Iui-meme pour fournir un vecteur d' expression d'une PS1 
tronquee s'etendant du N-ter de PS1 jusqu'au residu Ile213 (apres le Seme 
domaine transmembranaire) plus 12 residus supplementaires. Cette 
construction correspond a la chimere AC2 et est appelee PS1 AC2 

15 2.Constructions exprimant TAPP 

2.1 Constructions APP 

Les differentes constructions APP complet (isoforme 695) et 
SPA4CT (les 100 derniers residus de TAPP (acide amine 597 a 695) 
precedes d'un peptide signal pour insertion a la membrane) ont ete decites 
precedemment (Dyrks et coll., 1993). Les vecteurs, pour Texpression de 
CI 00 et du domaine cytoplasmique de I'APP, ont ete obtenus de la 
maniere suivante : les cDNA correspondants ont ete obtenus par 
amplification enzymatique de TADN (PCR (Polymerase Chain Reaction)) 
en utilisant, comme amorce de synthese, les oligonucleotides suivants: 

pour le CI 00 : les oligonucleotides 8172 et 8181; pour le domaine 
cytoplasmique de TAPP: les oligonucleotides 8171 et 8181. 
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Oligo 8172 5" CAA AGATCT GATGCAGAATTCCGACAT 3*(SEQ ID6) 
contenant: 

- un site de reconnaissance pour Fenzyme de restriction BgUI 
(souligne ) 

- la sequence codante pour les acides amines 597-602 de TAPP 
(en gras) [numerotation APP de 695 acides amines] 

Oligo 8181 5' CAA GCGGCCGC TCATCCCTTG TCA TCG TCG TCCT 

TGTAGTCTCCGTTCTGCATCTGCTC 3' (SEQID7) 
contenant : 

- un site de reconnaissance pour Penzyme de restriction NotI 
(souligne ) 

- la sequence complementaire a la sequence codante pour les 
acides amines 691-695 de TAPP (en gras) [numerotation APP de 695 
acides amines] 

-la sequence complementaire a la sequence Asp-Tyr-Asp-Asp- 
Asp-Asp-Lys correspondant a I'epitope FLAG (en italique ). 

Oligo 8171 5 CAA AGATCT AAGAAACAGTACACATCC 3 (SEQ ID8), 
contenant: 

- un site de reconnaissance pour Tenzyme de restriction BgUI 
(souligne ) 

- la sequence codante pour les acides amines 650-655 de PAPP 
(en gras) [numerotation APP de 695 acides amines] 
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Les produits de ramplification enzymatique de PADN ont ete 
clones dans le vecteur pCRIL La sequence nucleotidique a ete verifiee par 
la methode des terminateurs speciftques d'ADN. 

Les cDNA sont ensuite introduits par ligation dans le plasmide 
5 depression derive du plasmide pSV2 et contenant, dans le meme cadre 

de lecture, un epitope MYC. 

2.2. Construction des formes solubles de PAPP: a-sAPP et B- 

sAPP. 

Les ADNc correspondants aux formes secretees de PAPP se 
terminant aux sites a- et (3- de clivage ont ete obtenus par PCR. 

10 L'oligonucleotide 1: 

5'-ccatcgatggctaCATCTTCACTTCAGAG-3 ' (SEQ ID 9) introduit: 

- un codon stop (sequence complementaire inverse soulignee) apres la 
position 1788 de PAPP correspondant au site de clivage p. 

-et un site de restriction Clal. 

15 L'oligonucleotide 2: 

5'- ccatcgatggctaTTTTTGATGATGAACTTC -3' (SEQ ID 10) introduit. 

- un codon stop (sequence complementaire inverse soulignee) apres la 
position 1 836 de PAPP correspondant au site de clivage a. 

-et un site de restriction Clal. 

20 L 1 oligonucleotide 3 : 
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5'- CCGTGGAGCTCCTCCCG -S^SEQ ID 11), commun pour les deux 
formes, correspond a la region 1583 a 1600 de TAPP incluant le site de 
restriction interne de V APP Sad (souligne). 

L/ADNc de TAPP a ete amplifie par PCR en utilisant les paires 
oligo3-oligol et oIigo3-oligo2 pour (3-sAPP et a-sAPP respectivement. 
Les produits d'amplifications ont ete sous-clones comme precedemment 
en pCRII et les sequences verifiees par sequengage. Pour chacun, le 
fragment de restriction Sacl-Clal ont ete purifies et reclones dans le 
vecteur d'expression APP (voir ci-dessus) digere lui-aussi par Sacl-Clal 
pour remplacer la partie C-terminale de PAPP par les fragments C- 
terminaux de (3-sAPP et a-sAPP respectivement et reconstituer les 
proteines completes. 

3. Constructions baculovirus 

L'obtention de vecteur de transfert pour baculovirus codant pour 
la proteine humaine PS1 a ete realise a partir de vecteur d'expression pour 
cellules de mammiferes (Pradier et col, 1996). L'ADNc codant pour la 
proteine PS1 a ete extrait par une digestion par les enzymes de restriction 
Xhol et Notl, puis clone dans le plasmide de transfert pAcHTLB (proteine 
de fusion 6Histidines) et pAcSG2 ( proteine native). L'obtention de 
baculovius recombinants s'effectue selon le protocole du fournisseur 
(Pharmingen) et consiste a cotransfecter 2 X10 6 cellules d'insectes (sf9) 
avec 1 |ig de plasmide de transfert contenant le gene d'interet et 0.5 ng 
d'ADN viral (Baculogold). Apres 5 jours a 27°C, les cellules sont grattees, 
puis centrifugees, le surnageant est utilise comme stock viral pour 
ramplification et la determination du titre viral, l'expression de la proteine 
est visualisee par western blot sur le culot cellulaire. 

L'obtention du baculovirus exprimant TAPP Humain (695) a ete 
decrite precedemment (Essalmani et col, 1996). 
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Pour T etude de V expression de PS1 et d'APP, les cellules sf9 sont 

coinfectees a une M.O.I de 2 par des baculovirus exprimant l'APP humain 

(695), la proteine humaine Presiniline 1 (PS1), ou PS1 avec un tag 6 

histidine en N terminal (6HisPSl), ou la proteine de contrdle de 

pseudomas putrida XylE avec un tag 6 histidine en N terminal (6HisXylE), 

puis solubilisees par un tampon Tris lOmM, NaCl 130mM Triton XI 00 

1%, NP40 1%, pH 7.5. 

Les proteines solubilisees sont immunoprecipitees par un 

anticorps antiHistidine (A), antiPSl (1805)(B), ou antiAPP (22C11) (C). 

La presence de l'APP ou de PS1 a ete revelee par western blot avec 

I'anticorps antiAPP aCT43(A), 22Cll(B),ou Tanticorps antiPSl 95/23(C). 

Les fractions solubilisees contenant l'APP, PS1 ou 6HisPSl sont 
melangees, puis immunoprecipitees en presence d'anticorps anti Histidines 
ou antiPSl pendant une nuit a 4°C La coimmunoprecipitation de l'APP est 
revelee apres western blot avec les anticorps otCT43 ou 22C1 1 . 

4. Les plasmides 

Les plasmides utilises pour Pinvention sont les suivants: 

- pcDNA est un plasmide commercial (InVitrogen) utilise pour le 
clonage et Texpression en cellules mammiferesdes sequences PS1 et PS2 
et de leur formes tronquees. 

- pCRU est un plasmide commercial (InVitrogen), utilise pour le 
clonage de fragments de PCR 

- pSecTagB est un plasmide commercial (InVitrogen), utilise pour 
le clonage et Texpression en cellules mammiferes d'ADNc auxquels sont 
rajoutes le signal de secretion (peptide signal Ig k). 
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- pSV2 est un plasmide commercial (Pharmacia), utilise pour le 
clonage et P expression en cellules mammiferes d'ADNc. 

- pAcHTLB est un plasmide commercial (Pharmingen), pour 
Tinsertion d'un epitope (His)6 a des ADNc et la recombinaison 
homologue avec des baculovirus. 

- pAcSG2 est un plasmide commercial (Pharmingen), pour la 
recombinaison homologue avec des baculovirus. 

- pET29a est un plasmide commercial (Novagene), pour 
r expression d'ADNc en bacteries . 

B/ METHODES 
l.Transfection de cellules 

La methode etablie pour les cellules COS1 ou les cellules CHO, 
consiste a utiliser un lipofectant dans un ratio de 1 pour 8 (poids/poids) par 
rapport a TADN et un peptide synthetique HI (sequence: 
KTPKKAKKPKTPKKAKKP) au meme ratio afin d'optimiser la 
compaction de TADN et 1'efftcacite de transfection. Cette methode repose 
notamment sur la neutralisation des charges des phosphates de TADN par 
les charges positives du lipofectant. 

Les cellules COS1 sont cultivees en incubateur a 37°C, 95% 
d'humidite et 5 % de C0 2 dans le milieu DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle's Medium) contenant 4.5 g/1 glucose (Gibco-BRL) supplemente 
avec 3 % de L-Glutamine, 1% de penicilline-streptomycine et 10 % de 
Serum de Veau Foetal. 
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La veille de la transfection, les cellules sont ensemencees a une 
densite de 2.5 10 6 cellules par boite de'100 mm. Le jour de la transfectjon 
les cellules sont rincees 2 fois par du PBS (Phosphate Buffer Saline) et une 
fois en OptiMEM (composition brevetee; Gibco-BRL) pour une 
habituation d'au moins 15 minutes en incubateur. 

Par equivalent-boite de 100 mm, 8 ng d'ADN plasmidique au 
total sont ajoutes a 300 |il d'OptiMEM et 64 ng de peptide HI. Apres 
avoir vortexe vigoureusement pendant 10 secondes, on attend 5 minutes et 
la lipofectamine (32 |il, soit 64 |ig) diluee dans 300 \x\ d'OptiMEM est 
ajoutee au melange precedent. L'ensemble est une nouvelle fois vortexe 
vigoureusement puis laisse 30 minutes reposer. Cinq millilitres 
d'OptiMEM sont ajoutes par tube et le melange vortexe est place sur les 
cellules (dont le milieu a ete au prealable aspire). Les cellules sont alors 
placees en incubateur pendant 4 heures, au terme desquelles le melange 
est remplace par du milieu complet. 

2.Lvse des cellules et dosage des proteines 

Les cellules sont le plus souvent lysees 48 heures apres la 
transfection (au maximum habituel d'expression). Le tampon de lyse 
contient 10 mM de Tris pH 7.5, 1 mM d'EDTA, 1 % de Triton X100, 1 % 
de NP40 et un cocktail dlnhibiteurs de proteases (Complete©, 
Boehringer-Mannheim). Pour chaque plaque, apres un rimjage au PBS, 
800 |al du tampon froid sont ajoutes. Les lysats subissent alors une 
sonication suivie d'une agitation au barreau magnetique a 4°C pendant une 
nuit. Une centrifugation de 30 minutes a 15000 tr/mn separe le culot du 
surnageant. Les proteines solubles sont alors dosees selon le kit BCA 
(Pierce) afin de pouvoir normaliser les experiences suivantes. 

3.Immunoprecipitations 
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Les anticorps diriges contre le peptide du N-term de PS2, 95041, 
(Blanchard et coll., 1997) et contre les vingt premiers acides amines de 
PS1 (DufFet coll., 1996) ont ete obtenus chez le lapin par immunisation 
avec des peptides synthetiques. Pour Timmuno-precipitation, 100 |ig de 
proteines sont dilues dans 400 |il de RIPA modifie (150 mM NaCI, 50 mM 
Tris pH 8.0, 1 % Triton XI 00 v/v, 1% NP40 v/v). Trente microlitres de 
suspension de proteine A Sepharose (0.1 % m/v en solution de PBS) et 3 
Hi d'anticorps sont ajoutes. Les suspensions sont melangees doucement 
sur un agitateur rotatif a 4°C pendant une nuit. Le complexe de proteine A 
Sepharose est lave 3 fois avec 0.5 ml de RIPA modifie et une fois avec 0.5 
ml de tampon de lavage « Wash C » ( 10 mM Tris pH 7.5). 

4.1mmunotransfert 

Les echantiiions (lysats de cellules) sont denatures dans un 
volume egal de tampon de depot (125 mM Tris pH 6.8, 4% m/v SDS, 20 
% glycerol, 0.02 % Bromophenol Blue, 50 mM Dithiothreitol) a 95°C 
pendant 5 minutes. Pour r analyse de F expression des presenilines, les 
echantiiions sont denatures en presence de 8 M uree et a 37 °C afin 
d'eviter Tagregation propre aux presenilines a 95 °C. 

Les echantiiions sont deposes sur des gels Tris-GIycine (Novex), 

avec un pourcentage d'acrylamide different selon le poids moleculaire a 

discriminer. Un marqueur de Poids Moleculaire est egalement depose 

(Broad Range, BioRad). La migration a lieu pendant environ 2 heures a 

100 Volts constants dans du tampon SDS IX final (Novex). Le gel est 

ensuite transfere sur une membrane de nitrocellulose ou de PVDF 

(Tampon de transfert IX final (Novex) avec 10 % de methanol) pendant 2 

heures a 1 50 mA constants. 

Apres transfert, la membrane est bloquee pendant 2 heures a 

temperature ambiante dans 50 ml de PBS-T (PBS avec 0.5 % Tween) 
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contenant 2 % de lait ecreme (Merck). L'anticorps primaire (dilue a la 
concentration optimale de Tordre du 1/lOOOe au l/5000e, dans du PBS-T 
avec ou sans 2 % de lait ecreme) est laisse sur une nuit a 4 °C. Apres un 
bref rin?age en PBS-T, la membrane est incubee 45 minutes en presence 
5 du deuxieme anticorps (IgG anti-souris ou anti-lapin selon le cas, couple a 

la peroxydase de Raifort) dilue au l/5000 e dans un tampon dit « ECL » 
(Tris 20 mM, NaCl 1 50 mM Tween 0. 1 %). 

La membrane est alors rincee 4 fois 1 5 minutes dans le tampon 
«ECL» Elle peut etre revelee par le reactif ECL (Amersham) constitue de 
10 2 tampons a melanger extemporanement en volume egal. Diflferentes 

expositions d'un film photographique (Hyperfilm ECL ; Amersham) sont 
effectuees, suivies d'un developpement. 

5.Fixation in vitro de PS2 NT avec le peptide A6 Amyloid 

5. 1 Production de la proteine recombinant e PS2 NT en bacterie 

15 Pour la creation d'un vecteur depression bacterien de PS2NT 

(amino acides 1 a 87), TADNc de PS2 a ete amplifie par PCR avec les 
oligonucleotides 

3':(CCGCTCGAGTCATTGTCGACCATGCTTCGCTCCGTATTTGAGG) 
et 5' (CCGGAATTCATCGATTCCACCATGCTCACATTCATGGCC). Le 

20 fragment resultant a ete clone dans pCRII et la sequence confirmee. Ce 

fragment a ensuite ete sous-clone dans le vecteur pET29a (Novagene) en 
phase avec la sequence de I* etiquette S-tag. La proteine a ete produite en 
bacterie BL21 Apres induction a TIPTG pour 5h, les bacteries ont ete 
recuperees par centrifugation (10 min a 6000tours/mn) et le culot cellulaire 

25 dissout en tampon RIPA (volume calcule en multipliant la DO de la culture 

apres induction par le volume de culture divise par 23). Les bacteries ont ete 
lysees par sonication et le lysat centrifuge a 13000 tr/min pendant 20 min a 
4°C. Le surnageant (extrait total) a ete utilise pour les etudes de fixation. 
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La proteine recombinante PS2NT a aussi ete purifiee de Textrait 
total sur colonne de Nickel (etiquette poly-His apportee dans le vecteur 
pET29a) comme decrit par le fournisseur (Novagene). 

5.2 Test de fixation PS2NT/A642 sur membrane de nitrocellulose 

5 Le peptide A0 synthetique (en solution) a ete depose sur 

membrane de nitrocellulose (Schleicher and Schuell) en utilisant un 
appareil dot-blot 96 puits. Apres depot, le filtre a ete bloque (envers les 
sites non-specifiques de fixation de proteines) avec le reactif de bloc 
gelatine (Novagen) dilue au 10 cmc en TBST. Apres bloquage, le filtre a ete 

10 replace sur Tappareil de dot-blot et Pextrait bacterien PS2NT ajoute dans 

les puits pour une incubation de 2h a temperature ambiante. Comme 
controle, un extrait bacterien contenant le plasmide vide pET29 a ete 
utilise sur des puits en duplicat. Le filtre a ensuite ete lave une fois avec du 
tampon RIP A, puis retire de Tappareil et lave trois fois avec du PBST 

15 (15min pour chaque lavage). La detection de I'etiquette S-tag a ensuite ete 

effectuee comme present par le fournisseur (Novagen) avec un substrat 
colorimetrique. La quantification de la reaction colorimetrique (precipitat) 
a ete effectuee par scanning optique du filtre et quantification de Pintensite 
dans chaque puit par le logiciel Tina 2. 1 (Raytest). 

20 5.3 Test d^nteraction PS2NT/A B42 en format ELISA 

Le peptide Ap (1-40 et 1-42) synthetique (100|il, 2ng/ml) est incube 
sur la nuit en plaques 96 puits pour fixation sur le plastique. Les plaques 
sont rincees deux fois avec du PBS et les sites de fixation non-specifiques 
sont satures par incubation avec 5% (p/v) d'Albumine de Serum de Boeuf 
25 en PBS. La proteine recombinante purifiee (selon le protocole decrit en 

5.1), PS2NT, diluee en tampon (25mM Tris/HCI, pH 7.5, 0.5% Triton X- 
100, 0.5% NP40) est ajoutee et incubee pendant 4h, a temperature ambiante. 
Apres deux rin<;ages en PBS-Tween 0.5%, la proteine PS2NT retenue sur la 
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plaque (en interaction avec le peptide AP) est revelee par incubation avec la 
proteine fixatrice du S-Tag couplee a F alkaline phosphatase comme 
precedemment La detection du signal est effectuee dans un 
spectrophotometre a 450 nm. 

5 

5.4 Test d*interaction PS2NT/AB1-42 en format HTRF 
(Homogeneous Time-Resolved Fluorescence). 

La proteine purifiee PS2NT (produite selon le protocole decrit en 
5.1) a ete marquee a Faide du fluorophore cryptate d'Europium (PS2NT-K). 
10 Les peptides Ap M0 et AP1.42 ont ete synthetases avec une biotine et un bras 

ecarteur de 3 PAlanines (ou de 3 lysines) a ieur extremite N-terminale (en 
amont de la position 1 des peptides AP) et deux Arginines (R) en leur 
extremite C -terminate pour faciliter la synthese, peptides biot-3K-Ap40RR et 
biot-3K-Ap42RR. 

15 La reaction d' interaction de PS2NT-K avec biot-Ap40 ou biot-Ap42 

est effectuee dans un tampon lOmM HEPES, pH=7.2, contenant 150mM 
NaCl, 3.4 mM EDTA et 3 mM CHAPS (detergent). La proteine PS2NT 
marquee (cone, finale 6nM, soit 40 |il de solution initiate a 15nM) est 
incubee avec le peptide biot-AP40 ou biot-AP42 (cone, finale 2 \iM, soit 40 

20 jlxI de solution initiale a 5 |iM et 20 jiL de tampon) pendant 10 min. suivi par 

Faddition de streptavidine marquee a la XL665 (XL665 est une 
allophycocyanine crosslinkee, CisBio International) a la concentration de 
8|ig/ml (soit 100nl de solution initiale a 16 pg/ml) dans un tampon HEPES 
lOOmM pH=7.0 contenant 400mM KF, 133mM EDTA et lg/I BSA. La 

25 reaction est incubee, soit 4h a temperature ambiante, soit 24 h a 4°C et les 

plaques sont lues sur un compteur Packard Discovery qui mesure d'une part 
remission du cryptate d'Europium a 620nm apres excitation a 337nm et 
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d'autre part remission de la XL665 a 665nm apres transfer de la 
fluorescence a 620nm par le cryptate d'Europium sur la XL665. La 
formation du complexe XL665-streptavidine/biot-Ap42/ PS2NT-cryptate 
conduit a un transfert de fluorescence du cryptate vers la XL665 qui est 
mesure a 665 nm par le compteur. En Tabsence de formation d'un complexe 
XL665-streptavidine/biot-A|342/ PS2NT-cryptate, le cryptate d'Europium 
fluoresce a 620nm. 

EXEMPLES 

Exemple 1. Interaction entre APP et PS2 et cartographic de la zone 
d*interaction sur PS2. 

Cet exemple a pour but de determiner la zone d f interaction sur 
PS2 et de mettre en evidence une interaction entre ladite region et l'APP. 

[/interaction entre les proteines APP et PS2 en cellules 
mammiferes est exemplifie dans la figure 2. Le lysat de cellules COS 
transfectees avec PS2 et APP est soumis a une immunoprecipitation avec 
un anticorps dirige contre le N-term de PS2 ( 95041, Blanchard et col., 
1997). L'immunoprecipitat est ensuite analyse par immunotransfert avec 
un anticorps contre PAPP L'APP est clairement detecte dans les 
immunoprecipitats des cellules cotransfectees avec APP et PS2 mais pas 
en Tabsence de PS2 (Fig2., piste 6 par rapport a piste 7) comme 
precedemment decrit (Weidemann et col., 1997). Pour cartographier la 
zone d'interaction entre ces deux proteines, plusieurs formes tronquees de 
PS2 ont ete construites. Afin de conserver la topologie membranaire de 
PS2 determinee en general par la partie N-term des proteines 
membranaires, des tronquations progressives de Textremite C-term de PS2 
ont ete produites se terminant apres differents domaines 
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transmembranaires TM6 (PS2AC1), TM4 (PS2AC2), TM3 (PS2AC3) et 
TM2 (PS2AC4), schema FiglA. L'extremite N-term hydrophile (87 
residus) de PS2 a aussi ete construite sous forme cytoplasmique (sequence 
native) ou sous forme secretee par I* insertion du peptide signal de la 

5 chaine Igk. L'expression de ces differentes formes est exemplifiee figure 

IB, revelee a Taide de i'anticorps anti-PS2 (95041). Les constructions 
possedant des domaines hydrophobes presentent en plus des bandes 
correspondant aux formes monomeriques au poids moleculaires attendus 
(formant ici des doublets rapproches), des formes dimeriques et des 

10 aggregats de haut poids moleculaires typiques de PS2 (FiglB, pistes 3-5). 

En particulier pour PS2 complete, seuls ces aggregats sont detectables 
dans cette figure tandis que la forme monomerique n'est pas detectable 
(piste 6). Les deux constructions du N-term hydrophille de PS2: 
mycPS2Nt et SecPS2Nt donnent lieu aux bandes aux poids moleculaires 

15 attendus ( FiglB, pistes 1 et 2.). La construction SecPS2Nt est egalement 

secretee dans le milieu extracellulaire (Fig 3B, piste 2) tandis que la 
construction mycPS2Nt est, elle, cytoplasmique. 

Ces constructions ont ete cotransfectees individuellement avec 
TAPP. La fraction detergent-soluble des lysats cellulaires a ete 
immunoprecipitee avec Tanticorps dirige contre le N-term de PS2 et ces 
immunoprecipitats analyses par immunoblots. Comme avec la PS2 
complete, TAPP est detectable dans les immunoprecipitats avec toutes les 
formes tronquees de PS2, PS2AC2 a PS2AC4 (Fig2, pistes 3-5) 
demontrant Tinteraction entre APP et les formes contenant le N-term de 
PS2. Cette interaction avec TAPP est conservee avec la construction N- 
term de PS2 sous sa forme secretee (Fig2, piste 2) demontrant que 
Tancrage de PS2Nt dans la membrane lipidique n'est pas necessaire pour 
cette interaction. Par opposition, la forme cytoplasmique mycPS2NT 
n'interagit pas avec APP (Fig2,piste 1). 
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L'experience inverse d'immunoprecipitation par un anticorps 
anti-APP et de la detection par Panticorps N-term de PS2 a permis de 
confirmer Interaction entre PAPP et SecPS2Nt dans des conditions 
experimentales differentes . 

5 Dans le milieu de culture des cellules cotransfectees avec APP et 

SecPS2Nt, une interaction entre ces deux proteine est egalement 
demontree par coimmunoprecipitation (Fig3A, piste4 et Fig3B, piste3). La 
forme mycPS2NT n'interagit pas avec APP dans le milieu (Fig3B, piste2). 
La presence de cette interaction dans le milieu, demontre que le complexe 
10 APP/PS2Nt est relativement stable au cours du processus de secretion. 

Exemple 2. Inte raction entre APP et PS2 et cartoeraohie de la zone 
d'interaction sur APP. 

Cet exemple a pour but de determiner la zone d'interaction en ce 
sur TAPP et de mettre en evidence une interaction entre ladite region et la 
15 preseniline 2. 

A cet effet, des formes tronquees de PAPP ont ete utilisees pour 
delimiter la zone d'interaction sur PAPP Une construction comportant les 
100 derniers residus de PAPP sous le controle ou non d^un peptide de 
secretion (SPA4CT et CI 00, Dyrks et col., 1993) et une construction 

20 comportant seulement le domaine cytoplasmique (les 45 derniers residus 

de PAPP) ont ete utilisees et leur presence detectee a l'aide d'un anticorps 
dirige contre le domaine cytoplasmique de PAPP (otCT43, Stephens et 
Austen, 1996). Dans les cellules cotransfectees avec PS2, une interaction 
de SPA4CT mais pas du domaine cytoplasmique de PAPP avec PS2 a pu 

25 etre mis en evidence (Fig 4A, comparer pistes 4 et 5). L'interaction de PS2 

avec la construction CI 00 (sans signal de secretion) a aussi pu etre 
demontree (Fig4B, piste 7). Meme en associant )e domaine cytoplasmique 
de PAPP a la membrane dans une construction chimerique avec le 
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recepteur alpha de HL2, aucune interaction avec PS2 n'a pu etre 
observee. Cet exemple demontre qu'il existe tine interaction avec SPA4CT 
(residus 597 a 695 de PAPP) mais pas avec le domaine cytoplasmique 
(residus 651 a 695) indiquant done que sur I' APP, la region du A(J (residus 
5 597 a 637) et le reste du segment transmembranaire (jusqu'au residu 650) 

sont suffisantes pour Interaction avec PS2. 

Exemple 3. Interaction de PS1 avec APP et car tographic initiate. 

Cet exemple a pour but de determiner la zone d'interaction sur 
PS1 et de valider 1' interaction entre ladite region et l'APP. 

10 Par analogie aux resultats obtenus pour PS2 (exemples 1 et 2), 

l'etude de Interaction de PS1 avec APP a ete realisee dans le meme 
systeme cellulaire COS1. Apres coimmunoprecipitation avec un anticorps 
dirige contre les 20 derniers acides amines de PS1 (Duff et col., 1996), le 
SPA4CT, le fragment C -terminal de FAPP, a pu etre detecte dans les 

15 precipitats (Fig. 5 A, piste4 ). L'APP aussi interagit avec PS1 De meme, la 

forme tronquee de PS1, PS1AC2(1-213), interagit avec APP (Fig5B. 
piste4). Ces premieres donnees nous permettent d'envisager que les 
regions d'interaction entre APP et PS1 doivent etre voisines de celles 
exemplifiees precedemment avec PS2. 

20 Pour verifier la validite et la generalite de cette interaction 

PS1/APP, un systeme cellulaire different a ete utilise, dans lequel les 
cellules d'insectes ont ete infectees par des baculovirus recombinants 
exprimant la PS1 avec ou sans etiquette His6 et TAPP ( c.f. Materiels et 
methodes). L/etude des lysats cellulaires a permis de detecter TAPP dans 

25 les immunoprecipitats antiHis6 (pour la PSl-Hts6, Fig6A, piste4) ou 

antiPSl (pour la PS1 avec ou sans His6, Fig6B, pistes 4 et 5) lorsque les 
cellules sont coinfectees avec les deux types de virus recombinants mais 
pas lorsqu'une seule des proteines est exprimee (pistes 1,2 et 3 
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correspondantes). Inversement, dans les immunoprecipitats anti-APP, les 
proteines PSl-His6 et PS1 sont detectables (Fig6C, pistes 4 et 5) pour les 
doubles infections. Cette experience permet de confirmer I'interaction 
dans le sens inverse avec des anticorps differents. 

5 Exemple 4. Interaction de AB et PS2 en cellules 

Etant donne que la region d'interaction entre I'APP et la PS2 
implique sur PAPP, une region incluant le peptide amyloide (de 595 a 
635) et sur la PS2, son domaine N-term hydrophile, il est demontre dans 
cet exemple que cette derniere interagissait directement avec le peptide 

•0 amyloide (Ap) produit par des cellules. L'expression de SPA4CT 

(correspondant aux 100 derniers residus de l'APP precedes d'un petide 
signal) en cellules COS conduit a une forte production du peptide 
amyloide, en partie car SPA4CT est considere comme le precurseur 
biologique du Ap. Les cellules COS ont ete transferees avec SPA4CT 

15 seui, SPA4CT et SecPS2Nt ou avec SecPS2Nt seul. Les milieux 

extracellulaires correspondant ont ete immunoprecipites avec Tanticorps 
antiPS2 et le peptide AP a ete detecte grace a Tanticorps specifique W02 
(Nida et al. (1996) J. Biol. Chem.271, 22908-9 14)(Fig7). Le peptide Ap 
est identifie seulement pour les cellules cotransfectees avec SecPS2Nt et 

20 SPA4CT comme une bande de faible intensite (Fig7, piste 1) mais pas 

avec les controles individuels (Pistes 2 et 3). Par ailleurs, une bande 
supplementaire a approximativement 40 kDa est aussi detectee de fa<?on 
specifique pour les cellules doublement transferees. Apres lavage du filtre 
et detection avec Tanticoprs PS2, il apparait qu'une bande au meme poids 

25 moleculaire est egalement PS2-immunoreactive (Fig7, piste 4) Cette 

bande est aussi presente pour les cellules transferees avec SecPS2Nt 
comme attendu. Ainsi, dans les cellules doublement transferees, cette 
bande represente un complexe SDS-stable entre SecPS2Nt et le AP, 
pouvant confirmer Tinteraction entre ces deux entites. La faible difference 
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de masse apportee par le peptide AP (4kDa) expliquerait qu'il n'y ait pas 
de difference de taille detectable avec les cellules transferees avec 
SecPS2Nt seulement. Les resultats de ces experinces permettent de 
conclure que la forme secretee de PS2 (secPS2Nt) interagit in vitro avec le 
5 peptide A p (residus 597-637 de r APP695). 

Exemple 5. Reconstitution de Interaction de AB et PS2Nt en test in 
vitro sur membranes de nitrocellulose. 

Cet exemple a pour but de demontrer la reconstitution de 
Interaction PS2Nt-APP(A P) in vitro. 

10 Pour confirm er V interaction entre le peptide Ap et PS2Nt 

(extremite N-terminale de PS2), un test de fixation in vitro a ete 
developpe. Une proteine de fusion PS2Nt portant le peptide 
etiquette/marqueur S (S-tag) a son extremite N-terminale a ete construite et 
exprimee en bacterie. Les peptides Ap M o et Ap M 2 ont ete deposes sur 

15 membranes de nitrocellulose qui ont ete incubees en presence d'un extrait 

bacterien exprimant la proteine PS2Nt. Le S-tag a ensuite ete revele par la 
proteine fixatrice du S-tag couple a r alkaline phosphatase et par reaction 
colorimetrique. La proteine S-tag-PS2Nt se fixe bien sur les peptides Ap 
dans ce test in vitro (Fig8A). Comme controles, des duplicats ont ete 

20 incubes en presence d'un extrait bacterien n 1 exprimant que le peptide S 

qui est utilise comme niveau de fixation non-specifique sur le peptide AP 
(formes 1-40 et 1-42). Des dilutions serielles de Textrait bacterien 
permettent d'etablir que cette fixation est dose-dependante et saturable. 
Dans cette experience, la fixation semble etre plus importante sur le Ap M2 

25 que sur le Ap M o avec cependant une certaine variability Par exemple, la 

fixation de PS2Nt est dependante de la dose de Ap deposee sur la 
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membrane, alors que Api. 4 <> et Api.42 presentent des valeurs equivalentes 
de fixation. 

Cet exemple fourni done une demonstration de la reconstitution 
de interaction PS2Nt-APP(Ap) in vitro entre A0 synthetique et la PS2NT 
d'origine bacterienne. Etant donne que les mutations pathologiques de PS2 
conduisent a une augmentation du ratio A3 1 -42/AP 1 -40 produit dans de 
nombreux systemes et que par ailleurs, il y a interaction physique entre 
PS2 et APP, il apparait que cette interaction physique pourrait etre 
impliquee dans la production du peptide APi-4 2 - Ainsi, Tinhibition de cette 
interaction constitue une approche therapeutique extremement originale 
pour la maladie d' Alzheimer. 

Exemple 6 Test d interaction Ap42/PS2NT en format 96 puits (type 
ELJSA). Figll 

1/ exemple 5, fournit des resultats demontrant 1'interaction directe 
entre le peptide Ap et la proteine PS2NT sur membrane de nitrocellulose. 
Cet exemple a pour but de confirmer les informations de Texemple 5 et de 
decrire la mise en evidence de ('interaction dans un format de plaques 96 
puits. Le peptide AP (Ap40 ou AP42) est fixe par incubation sur plaques 
96 puits plastique. Les plaques sont ensuite incubees avec la proteine 
PS2NT recombinants Apres rin<?ages, la detection de Tinteraction 
(AP/PS2NT) se fait par fixation de la proteine fixatrice du S-tag dans les 
puits et revelation coiorimetrique. PS2NT se fixe de fa<?on dose-dependante 
sur le peptide Api-42 (Fig 11) mais pas sur le peptide Api-40 ou sur le 
peptide de sequence inversee AP40-1, ni sur un autre peptide amyloidogene, 
Tamyiine. Les quantites de peptides Api-42 ou Api-40 ftxees sur les 
plaques sont identiques comme verifie par immunodetection). La constante 
de fixation de PS2NT sur Ap42 est de 0.18 ^M. La specificite de PS2NT 
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pour la forme A042 du peptide par rapport a A(}40 n'avait ete que suggeree 
dans r exemple 5. Cet exemple etablit cette specificite qui est parfaitement 
reproductible dans le present test. 

Ce format de test d' interaction A042/PS2NT permet done 
5 d'envisager facilement un test de criblage de molecules qui inhibent cette 

interaction. 

Exemole 7. Test d interaction A B42/PS2NT en format HTRF 

Dans les exemples 5 et 6, 1' interaction directe entre le peptide Ap42 
et la proteine PS2NT a ete demontree d'une part sur membrane de 
10 nitrocellulose et d'autre part sur plaques 96 puits (type ELISA). 

Cet exemple a pour but de confirmer ces informations et decrit la 
mise en evidence de Tinteraction en phase liquide/homogene en utilisant la 
technique de transfert de fluorescence. 

Le principe du test decrit dans Materiels et Methodes (5.4) repose sur 
le transfert de fluorescence. La proteine recombinante PS2NT marquee au 
cryptate d'Europium (PS2NT-K) interagit avec le peptide biot-A(342 comme 
le montre la figure 12 (barre N°3). Ce signal est diminue et done Interaction 
PS2NT-K/biot-Ap42 est deplacee par un exces de PS2NT non marquee 
(CI50=400nM ). Le signal de fluorescence detecte est stable dans le temps : 
de 4h a temperature ambiante a 24 h a 4°C (selon les conditions choisies, 
decrites dans Materiesl et Methodes ). 

Cette interaction est dose-dependante pour le peptide biot-Ap42 
(zone de linearite du signal de 0 a 2.5 ^M) et pour PS2NT-K (zone de 
linearite du signal de 0 a 7.5 nM). Comme 1'indique la figure 12, barre N° 5, 
25 il n'y a pas d'interaction de PS2NT-K avec le peptide biot-Ap40 apportant 

un element supplementaire de specificite. La specificite de PS2NT pour la 
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forme Ap42 du peptide par rapport a A04O qui n'avait ete que suggeree 
dans Texemple 5 est done confirmee dans Texemple 6 et ie present 
exemple. 

Ce test HTRF d' interaction entre PS2NT et Ap42 (refletant 
5 I'interaction APP/PS en cellules) permet done Identification de molecules 

chimiques inhibant cette interaction par un criblage a haut flux. 

Exemple 8. Reconstitution de Interaction APP/PS1 in vitro 

Cet exemple a pour but de demonter que I'interaction entre les 
10 proteines completes APP et PS1 peut etre recreee a partir de lysats 

cellulaires difFerents, melanges uniquement pour mettre en evidence 
I'interaction. 

Le systeme d ? expression baculovirus permettant V expression de 
grandes quantites de proteines recombinantes, les lysats de cellules 

15 infectees individuellement par chacun des trois virus ont ete utilises 

comme source de proteines APP, PS1 et PSl-His6. Les fractions 
solubilisees contenant 1'APP, PS1 ou 6HisPSl sont melangees, puis 
immunoprecipitees en presence d'anticorps anti Histidines ou antiPSl 
pendant une nuit a 4°C. L'APP est clairement detecte dans les 

20 immunoprecipitats (Fig 9A, piste3 et Fig9B, piste 3) demontrant que 

T interaction APP avec PS 1 -His ou PS1 est reconstituee in vitro par 
incubation des deux proteines. L'APP seul semble etre faiblement 
precipite par Tanticorps anti-PSl (Fig9B, pistel) mais pas avec Tanticorps 
anti-His confirmant la specificite de Tinteraction dans ce cas-la. Ces 

25 resultats permettent la mise au point d un test d'interaction in-vitro des 

deux proteines completes APP et PS I. 
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Exemple 9. SecPS2Nt bloque Interaction de APP et PS1 en cellules 
transferees, 

II a ete demontre dans les exemples precedents que APP interagit 
avec PS1 de fafon semblable a PS2 et que pour cette derniere, la 
5 construction SecPS2Nt suffit a rinteraction avec APP. Cet exemple a pour 

but d'evaluer si la fixation de SecPS2Nt sur I'APP peut bloquer 
rinteraction avec PS1 de fa$on croisee (heterologue). Dans le syteme 
COS1, le SPA4CT (correspondant aux 100 demiers residus de l'APP 
precedes dun peptide signal) peut e -a detecte dans les imnumoprecipitats 
10 anti-PS I des cellules exprimant SPA4CT et PSlwt ou PS1 mutant, 

PSl*,(FiglOA, pistes 1 et 2). En outre, lorsque SecPS2NT est egalement 
cotransfecte, le signal SPA4CT • disparait quasiment dans les 
immunoprecipitats anti-PS 1 (Fig 10A, pistes 3 et 4). Apres 
Timmunoprecipitation anti-PS 1, les surnageants (fraction non-liee a la 
15 proteine A sepharose) ont subi une seconde immunoprecipitation avec 

Tanticorps anti-PS2. Le SPA4CT est clairement detecte dans les cellules 
cotransfectees avec PS1 et SecPS2Nt (Fig 1 OB, pistes 3 et 4) demontrant 
que dans ces cellules, SecPS2Nt en se fixant, a deplace la fixation de 
SPA4CT sur PS1. Cette experience nous permet done de conclure que 
20 SecPS2Nt est une molecule capable non seulement de se fixer sur APP, 

mais aussi de deplacer la fixation de APP sur PS1 et vraisemblablement 
PS2 SecPS2Nt peut done en cellules servir de leurre pour bloquer 
rinteraction APP avec les deux presenilines, PS1 et PS2. En effet, les 
resultats de la cartographie de rinteraction PS 1 /APP, confirment que les 
25 zones d'interaction mises en jeu sont similaires a celles de PS2. 



Exemple 10. Le bloca2e de rinteraction APP/PS1 conduit a 
rinhibition de la production du peptide amvloide AB42 intracellulaire. 



WO 99*21886 



PCT/FR98/02278 



47 

L'exemple precedent demontre que F expression de SecPS2NT peut 
bloquer Interaction entre APP et PS1 ou PS1 mutant. Le present exemple 
analyse les consequences de cette inhibition sur la production du peptide 
amyloide, en particulier de ces deux formes Ap40 et A(342. En efifet, il a ete 
precedemment decrit dans la litterature que les mutations pathologiques des 
presenilines (PS! ou PS2) conduisaient a une augmentation du ratiode la 
forme longue du peptide A0, forme Ap42, sur la forme Ap40, ratio 
Ap42/AP40 (Borchelt et coll. 1996 et pour revue Hardy, 1997). 

SPA4CT a ete coexprime avec PS1 wt (Fig 13 A, pistes 1 & 3) ou 
avec PS1 mutant (Fig 13 A, pistes 2 & 4) soit en F absence (pistes 1 & 2) 
soit en presence de SecPS2NT (pistes 3 & 4). Les lysats cellulaires et les 
milieux conditionnes des cellules ont ete analyses pour la production du 
peptide amyloide. Les formes A04O et Ap42 ont ete analysee par 
immunoprecipitation avec des anticorps reconnaissant specifiquement les 
extremites C-terminales Ap40 (FCA3340) ou Ap42 (FCA3542, Barelli et 
coll., 1997) et les immunoprecipitats analyses par immunoblot avec un 
anticorps reconnaissant les deux formes. Dans les lysats cellulaires, 
F expression de PS1 mutant conduit bien a une augmentation de la 
production de Ap42 (1.5 a 2 fois) et de ses formes multimeriques par 
rapport a PSlwt et peu de variation des niveaux de AP40 (comparer Fig 13 
A, pistes 1 et 2, panels Ap42 et Ap40 lysats cellulaires) comme attendu. En 
presence de SecPS2NT , les niveaux de AP42 (et multimeres) sont 
considerablement reduits (Fig 13 A, pistes 3 et 4) autant avec PS1 wt que 
PS1 mutant. Dans le milieu extracellulaire, les niveaux de AP42 semblent 
aussi diminues mais de fa?on moins importante. II n'y a pas de variation des 
niveaux de peptide amyloide Ap40 entre les differentes conditions ce qui 
demontre que Teffet sur le Ap42 est specifique et n'est pas du a une 
modification globale des niveaux depression. Ceci est confirme par 
Tanalyse de Texpression des differents genes transfectes: SPA4CT, 
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SecPS2NT et PS1 (Fig 13B). Dans cet exemple, il a done ete demontre 
qu'inhiber 1'interaction PS1/APP avec ie dominant genetique SecPS2NT 
conduit a une diminution des niveaux de production de AP42 intracellulaire 
autant avec PS 1 mutant qu'avec PS1 wt. En regard du role primordial 
5 accorde au A{342 dans le developpement de la maladie d' Alzheimer, cet 

exemple apporte la demonstration que Tinhibition de Interaction APP/PS 
represente done une cible therapeutique importante autant pour les formes 
genetiques que les formes sporadiques de la maladie. 

Exemole 11. Detection de ['interaction de PS2 avec PAPP 
10 endogene des cellules COS a Paide d'un traitement pharma cologiaue. 

Cet exemple a pour but de demontrer que les resulats obtenus dans 
les exemples precedents (ces resultats en cellules, correspondaient a la 
surexpression des deux partenaires de Interaction APP et PS (PS I ou PS2)) 
sont egalement valables avec des proteines non surexprimees ou endogenes. 
15 En effet, la forte surexpression des deux proteines pourrait conduire a un 

artefact d'interaction. La detection de Tinteraction dans des conditions 
n'impliquant pas la surexpression simultanee des deux partenaires a ete 
recherchee dans cet exemple. 

Les cellules COS expriment 1'APP de fa?on endogene bien qu'a de 
20 faibles niveaux. Les cellules COS ont done ete tranfectees avec PS2 

seulement. Les lysats celluiaires ont ete analyses par immunoprecipitation 
avec Tanticorps dirige contre le peptide du N-term de PS2 et reveles par 
immunoblotting avec I'anticorps anti-APP, W02. Le panneau superieur de la 
figure 14 montre que la transfection avec PS2 seul ne permet pas de detecter 
25 d'interaction avec APP endogene par coimmunoprecipitation (Fig 14, piste 

Par ailleurs, puisque ('interaction APP/PS conduit a la production du 
peptide amyloide A(342 (exemple precedent), done au catabolisme de T APP, 
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au niveau du reticulum endoplasmique, ie proteasome qui est le systeme de 
degradation proteolytique dans ce compartiment cellulaire pourrait etre 
implique. L'effet de la lactacystine, un inhibiteur selectif du proteasome a 
ete analyse. Apres incubation des cellules transferees avec PS2 en 
presence de lactacystine, TAPP endogene des cellules COS peut etre 
clairement mis en evidence dans les immunoprecipitats PS2 (Fig 14, piste 5, 
bande a 110 kDa). Cette interaction avec 1'APP endogene presente les 
memes caracteristiques que precedemment puisqu'elle peut-etre deplacee 
par le dominant genetique SecPS2NT (Fig 14, pistes 6 et 7) avec un effet 
dose-dependant. En effet, la piste 7 montre qu'a un dosage modere de 
SecPS2NT, une bande de faible intensite correspondant a TAPP endogene 
est toujours visible. A un dosage plus important de SecPS2NT (piste 6), la 
bande correspondant a l'APP endogene apparait tres faiblement et demontre 
le caractere dosage dependant. Un faible signal residue! APP est toujours 
present (bande a environ 110 kDa) et est du au complexe entre APP et 
SecPS2NT qui est rapidement secrete (puisque SecPS2NT n'a plus de 
domaines transmembranaires d'ancrage) et done ne s'accumule pas 
intracellulairement. 

La Figure 14 (paneaux milieu et inferieur) montre que le traitement a 
la lactacystine n'affecte pas les niveaux d'APP totaux autant cellulaires que 
secretes. En effet, les bandes correspondant aux niveaux d'expression de 
TAPP sont quasiment constantes en intensite. La specificite de l'effet 
lactacystine est ainsi demontre sur la sous-population d'APP en interaction 
avec PS2. 

Par ces resultats, il a pu etre demontre que Tinteraction APP/PS2 
peut etre detectee avec l'APP endogene des cellules COS si le proteasome 
est inhibe. En outre, ces resultats demontrent que Tinteraction APP/PS2 
peut etre detectee dans des conditions moins artificielles. Cependant cette 
interaction est tres labile. Aussi, afin d f obtenir une detection plus marquee, il 
a ete recouru soit a un inhibiteur de degradation proteolytique dans le 
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present exempie soit a la surexpression des deux partenaires dans les 
exemples precedents. Cet exempie demontre done que les resulats obtenus 
dans les exemples precedents avec surexpression en cellule des deux 
partenaires de Interaction (APP et PS1 ou PS2) sont egalement valables 
avec des proteines non surexprimees ou endogenes. 

Exempie 12. PS2 interagit avec un deuxieme segment de APP, autre que 
AB. 

Cet exempie a pour but de demonter qu'un autre segment de APP 
interagit avec PS2. 

II a ete precedemment demontre que SecPS2NT interagit dans le 
milieu extracellulaire avec les formes secretees de APP (Fig3A, piste 4). Les 
formes secetees de TAPP sont liberees apres clivage soit au site p (position 
595), correspondant au debut du peptide AP, soit au site a (position 612) au 
sein meme de ce peptide. Ces resultats suggerent que PS2NT interagit aussi 
avec une region N-term de PAPP differente de Ap. Des formes tronquees de 
APP ont ete construites. par insertion d un codon stop aux sites P (p-sAPP) 
et a (a-sAPP) et ont ete testees. PS2 complet et SecPS2NT interagissent 
effectivement avec a-sAPP (Fig 15, pistes 3 et 5) et P-sAPP (Fig 15, pistes 4 
et 6). Ces resultats etablissent qu'un segment de APP compris entre la 
position 1 et 595 (et done autre que le AP) est egalement capable d'interagir 
avec PS2 et PS2NT. Ces resultats permettent en outre de confirmer que 
Tinteraction PS2NT/APP peut avoir lieu en absence d'ancrage a ia 
membrane des deux partenaires et dans le compartiment luminal (ou 
extracellulaire) de la cellule. 
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REVENDICATIONS 



I. Polypeptide capable cfinhiber au moins en partie I'interaction entre une 
preseniline et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou ie peptide P-amyloide. 

5 2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comporte au 

moins une partie de PS2 permettant I'interaction avec le precurseur du peptide P- 
amyloide et/ou le peptide Pamyloide 

3. Polypeptide selon la revendication 2 caracterise en ce que la partie de 
PS2 correspond au fragment N-terminal hydrophile de PS2. 

10 4. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3 caracterise en ce qu'il 

s'agit d'un polypeptide comprenant tout ou partie de la sequence SEQ ID N°l ou 
d'une sequence derivee de celle-ci. 

5. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comporte au 
moins une partie de PS1 permettant Interaction avec le precurseur du peptide P- 

15 amyloide et/ou le peptide P-amyloide. 

6. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
polypeptide comprenant tout ou partie de la sequence SEQ ID N°2 ou d'une 
sequence derivee de celle-ci. 

7. Polypeptide selon Tune des revendication 1 a 6 caracterise en ce qu'il 
20 comprend au moins les regions d'homologie communes aux sequences SEQ ID 

N°l et SEQ IDN°2 



oxicrvrv-irv ^\tjr\ oqoioaaa i i •> 
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8. Polypeptide selon la revendication I caracterise en ce qu'il comporte au 
moins une partie du precurseur du peptide P-amyloide hormis la partie 
correspondant au peptide P-amyloide . 

9. Polypeptide selon la revendication 8 caracterise en ce que la partie du 
5 precurseur du peptide p-amyloide comprend tout ou partie du fragment 1-596 . 

10. Polypeptide selon la revendication 9 caracterise en ce qu'il comporte 
tout ou partie d'une sequence choisie parmi la sequence correspondant au fragment 
1-596 de la sequence SEQ ID N°3, ou une sequence derivee. 

11. Compose non peptidique ou non exclusivement peptidique capable 
10 d'inhiber au moins en partie Interaction entre une preseniline et le precurseur du 

peptide P-amyloide et/ou le peptide P-amyloide obtenu par reproduction des motifs 
actifs des peptides selon les revendications 1 a 10 par des structures non 
peptidiques ou non exclusivement peptidiques. 

12. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 1 1 caracterise en ce qu'il 
1 5 comprend en outre une sequence signal. 

13. Polypeptide selon la revendication 12 caracterise en ce que la sequence 
signal est choisie parmi la sequence du peptide signal de IgkB, le peptide signal de 
TAPP, les petides signal des sous-unites des recepteur nicotinique de 
P acetylcholine musculaires et centraux 

20 14. Polypeptide selon la revendication 13 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 

polypeptide comprenant Textremite N-Terminale de PS1 ou de PS2. 
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15. Polypeptide selon la revendication 14 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
polypeptide comprenant les 87 premiers residus de Textremite N-Terminale de PS2 
et le peptide signal de IgkB. 

16. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide tel que defini selon 
Tune des revendications 1 a 15. 

17. Sequence nucleotidique selon la revendication 16 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'une sequence comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique 
SEQ ID N°l ou d'une sequence derivee de celle-ci. 

18. Sequence nucleotidique selon la revendication 16 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'une sequence comprenant tout ou partie de la sequence nucleotidique 
SEQ ID N°2 ou d'une sequence derivee de celle-ci. 

19. Sequence nucleotidique selon la revendication 16 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'urie sequence comprenant essentiellement les zones d'homologies 
communes aux sequences nucleotidiques SEQ ID N 9 1 et SEQ ID N°2. 

20. Sequence nucleotidique selon la revendication 16 caracterisee en ce 
qu'il s'agit d'une sequence correspondant au fragment 1-596 (acides nucleiques 1 a 
1788).de la sequence SEQ ID N°3, ou une sequence derivee. 

21. Procede de preparation d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 
a 15 caracterise en ce que Ton cultive une cellule contenant une sequence 
nucleotidique selon Tune des revendications 16 a 20 dans des conditions 
d'expression de ladite sequence et on recupere le polypeptide produit. 
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22. Cellule hote pour la production d'un peptide selon Tune des 
revendications 1 a 15, caracterisee en ce qu'elle a ete transformee avec un acide 
nucleique comportant une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 
16 a 20. 

23. Anticorps ou fragment d'anticorps caracterise en ce qu'il est dirige 
contre un polypeptide dont la sequence est choisie parmi les sequences SEQ ID 
N°l ou SEQ ID N°2 ou les fragments designes de la SEQ ID N°3 et en ce qu'il 
possede la faculte d'inhiber au moins en partie Interaction entre une preseniline et 
le precurseur du peptide P-amyloide et/ou le peptide P-amyloide. 

24. Procede de mise en evidence ou d'isolement de composes capables 
10 d'inhiber au moins en partie Interaction entre une preseniline et le precurseur du 

peptide P-amyloide et/ou le peptide p-amyloide, caracterise en ce qu'il comprend 
au moins une etape de marquage des presenilines et/ou de TAPP ou des fragments 
de ceux-ci et une etape de detection de Tinhibition de Interaction soit entre le 
peptide AP1-42 et l'extremite N-terminale des presenilines soit entre les proteines 
1 5 completes APP et presenilines. 

25. Procede selon la revendication 24 caracterise en ce que les composes 
isoles par le procede sont capables d'inhiber au moins en partie Tinteraction entre 
le peptide A P^2 et Textremite N-Terminale de PS2. 

26. Procede selon Tune des revendications 24 a 25 caracterise en ce que Ton realise 
20 les etapes suivantes : 

- Le peptide A P1.42 est absorbe au prealable sur une membrane de 
nitrocellulose par incubation. 
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- un extrait bacterien contenant tout ou partie d'une preseniline (PS1 ou 
PS2) et avantageusement Textremite N-Terminale, est ensuite ajoute pour 
incubation avec la molecule ou un melange contenant differentes molecules a tester 

-[/interaction de la preseniline avec le peptide A(3i- 42 sur le filtre de 
5 nitrocellulose est mise en evidence a 1'aide de proteines marqueur des presenilines. 
Les molecules recherchees inhibent Interaction et diminuent done Tintensite du 
signal des proteines marqueur. 

27. Procede selon la revendication 26 caracterise en ce que Tune des 
proteines marqueurs est la proteine fixatrice du S-tag, couplee a la phosphatse 

1 0 alkaline. 

28. Procede selon Tune des revendications 24 a 25 caracterise en ce que 
Ton realise les etapes suivantes : 

- le peptide A (3 1.42 est incube au prealable sur une plaque contenant des 
puits (format 96 puits ou superieur) 

15 - 1'extremite N-terminale d'une preseniline recombinante purifiee est 

ensuite ajoutee avec la molecule ou un melange contenant differentes molecules a 
tester, pour incubation 

- Apres lavages, Tinteraction de la preseniline avec le peptide Api_ 4 2 dans 
la plaque est mise en evidence a Taide de proteines marqueur des presenilines. La 

20 perte de 1'interaction entre les presenilines et le precurseur du peptide (J-amyloide 
et/ou le peptide p-amyloide est detectee apres revelation avec un substrat 
colorimetrique, par spectrophotometrie. 
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29. Procede selon la revendi cation 28 caracterise en ce que Tune des 
proteines marqueurs est la proteine fixatrice du S-tag, couplee a la phosphatase 
alkaline et la revelation de la perte de Tinteraction est effectuee a 450 nm . 

30. Procede selon Tune des revendications 24 a 25 caracterise en ce que 
Ton realise les etapes suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules avec le peptide A 0 M 2 synthetise avec une biotine et un bras de 3 

P Alanines (ou de 3 lysines) a son extremite N-terminale (en amont de la position 
1) 

- on incube le melange reactionnel precedent avec I'extremite N-terminale 
d'une preseniline purifiee marquee a I'aide d'un premier fluorophore. 

- on ajoute une streptavidine couplee a un second fluophore capable d'etre 
excite a la longueur d'onde d'emission du premier fluophore afm qu'il beneficie 
d f un transfert de fluorescence si les deux fluorophores se trouvent a forte proximite. 

- la mise en evidence des nouveaux composes inhibant Interaction est 
detectee par spectrofluorometrie a la longueur d'emission du premier fluophore 
et/ou en mesurant la diminution du signal a la longueur d'onde d'emission du 
second fluophore 

31. Procede selon la revendication30 caracterise en ce que le premier 
fluophore est le cryptate d 1 Europium et le second fluophore est la XL665 

32. Procede selon la revendication 3 1 caracterise en ce que la revelation de 
la perte de 1'interaction est effectuee a 620 nm et/ou par mesure de la diminution 
du signal a 665 nm. 
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33. Procede selon I'une des revendications 24 a 25 comportant les etapes 
suivantes : 

- on met en contact un melange a) de lysats cellulaires contenant tout ou 
partie d'une preseniline (PS1 ou PS2) et avantageusement l'extremite N-Terminale, 
5 b) de lysats cellulaires contenant PAPP, lysats obtenus a partir de cellules infectees 
par des virus et en particulier par des baculovirus et c) la molecule ou un melange 
contenant differentes molecules a tester 

- on co-immunoprecipite a Taide d'anticorps appropries les proteines solubilisees et 
correspondant aux presenilines ou a I'APP ou le peptide A P 

10 - la perte de la co-immunoprecipitation des presenilines et de PAPP est revelee 
par western blot avec des anticorps marqueurs indiquant que les molecules testees 
ont la propriete inhibitrice recherchee. 

34. Test d'interaction entre une preseniline et le precurseur du peptide p- 
amyloide et/ou le peptide (3-amyloide, et preferentiellement entre le peptide A3,^ 2 

15 et l'extremite N-Terminale de PS2, caracterise en ce qu'il comprend au moins une 
etape de transfert de fluorescence entre deux fluophores fixes aux molecules 
precedentes et une etape de revelation de Interaction mesuree par fluorometrie . 

35. Test de mise en evidence de molecules capables d'inhiber I'interaction 
entre une preseniline et le precurseur du peptide (3-amyloide et/ou le peptide 

20 amyloide, et preferentiellement entre le peptide Ap M2 et l'extremite N-Terminale de 
PS2, caracterise en ce que Tinhibition de la dite interaction est detectee selon le 
procede dans les revendications 24 a 33. 

36 Ligand a) des polypeptides tel que defini selon les revendications 1 a 15, 
b) des presenilines et/ou du precurseur du peptide P-amyloide et/ou du peptide p- 
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amyloide, et preferentiellement du peptide A(3m 2 et/ou de 1'extremite N-Terminale 
de PS2, susceptible d'etre obtenu par le procede selon i'une des revendications 24 a 

33. 

37. Virus recombinant defectif comprenant une sequence nucleotidique 
5 codant pour un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 1 5. 

38. Vecteur comprenant une sequence nucleotidique selon Tune des 
revendications 16 a 20. 

39. Vecteur selon la revendication 38 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur plasmidique. 

10 40. Vecteur selon la revendication 38 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 

vecteur viral. 

41. Vecteur selon la revendication 40 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
virus defectif pour la replication. 

42. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs vecteurs 
1 5 selon Tune des revendications 37 a 4 1 . 

43. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au 
moins un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 15. 

44. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au 
moins un anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 23 et/ou un 

20 ligand selon la revendication 36. 
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45. Composition selon Tune des revendications 42 a 44 destinee a inhiber 
au moins en partie Interaction entre une preseniline et le precurseur du peptide p- 
amyloide et/ou le peptide P-amyloi'de. 

46. Composition selon Tune des revendications 42 a 44 destinee au 
traitement des maladies neurodegeneratives. 

47. Utilisation des polypeptides selon les revendications 1 a 15 pour 
inhiber au moins en partie Interaction entre une preseniline et le precurseur du 
peptide P-amyloide et/ou le peptide p-amyloide 

48. Utilisation des polypeptides selon les revendications 1 a 15 pour 
I'obtention d'un medicament destine au traitement des maladies neurodegeneratives 
et notamment la maladie d'Alhzeimer. 

49. Utilisation des polypeptides selon les revendications 1 a 15 pour la 
mise en evidence de ligands des polypeptides, de ligands des presenilines, du 
precurseur du peptide p-amyloide et/ou du peptide p-amyloide, et 
preferentiellement du peptide Ap,_ 42 et/ou de i'extremite N-Terminale de PS2, et/ou 
de composes capables d'inhiber au moins en partie 1'interaction entre une 
preseniline et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou le peptide P-amyloide 

50. Utilisation des sequences nucleotidiques selon les revendications 16 a 
20 pour la construction d'une cassette depression utilisable dans un vecteur selon 
les revendications 37 a 41 . 

51. Cassette d'expression utilisable dans un vecteur defini selon les 
revendications 36 a 40 pour la production de polypeptides selon les revendications 
1 a 15. 
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Dose-dependance en fonction de la concentration de PS2NT 
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Figure 1 1 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/21886 17 / 21 * PCI7FR98/02278 




Figure 12 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



18 / 21 



PCT/FR98/02278 



secPS2NT - - + + 

PSImut - + - + 

PS1wt + - + - 

SPA4CT + + + + 

1 2 3 4 kDa 




Ap42 
A(3 40 



milieu 
condit. 



ip anticorps specifiques 40, 42 
WBantiAp, W02 



Figure 13A 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/21886 1 9 / 21 



PCTflrR98/02278 



secPS2NT - - + + 

PSImut - + - + 

PS1wt + - + - 

SPA4CT + + + + 

kDa 



SPA4CT 



116 — 
83 — 
48 — 

33 — 

28 - 
20 — 

7 — 



jSSB 8§BB "^ft'i"} 



secPS2NT 



PS1 



Western-blot 
detection: 



W02 




anti-PS2 



anti-PS 1 



Figure 1 3B 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/21886 • 20 / 21 PCT/FR98/02278 



PS2: 

Sec PS2NT: 
Lactacystin: 



APP endogene j» 

lysats cell u la ires : 
IP:anti-PS2 (95041) 

Detection: anti-APP (WO-2) 



+ + 



+ + + 



+ + + 
4 5 6 7 



m 


















kDa 
• 116 



APP endogdne 
lysats cellulaires: 
WB: anti-APP (WO-2) 

APP endogene 

milieux condition* 
WB: anti-APP (WO-2) 



•••••••i 



— 116 

— 83 
— 116 



83 



Figure 14 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/21886 



21/21 



PCT/JFR98/02278 



APP a-sAPP P-sAPP 



Apll 



'a-site 



p-site 

595 



Ct 



695 



CM CM 



CM 
(0 

a. 
+ 
a. 
a. 
< 



a. 
o 

0) 
(0 

+ 
a. 

Q. 

< 



Q. 

i 

CL 

< 

T 



CM 
(0 
OL 
+ 

a. 
a. 

ca 



CL Q. 



o 
a> 

+ 

CL 
CL 
< 



O 
0) 

CO 

CL 

<f 

(0 

CO. 



CL 
CL 

<0 



APP 

a-sAPP 

P-sAPP 



CL 
CL 

CO CL 
ca < 



12 3456789 




IP anti-PS2 
detection anti-APP (22C11) 



Figure 15 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



WO 99/21886 ' 



PCT/FR98/02278 



J/9 



LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE- POULENC RORER 

(B) RUE: 20 Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: Antony 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(H) TELECOPIE: 01.55.71.72.91 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: Peptides capables d'inhiber 1 * interaction 
entre les presenilines et le precurseur du peptide beta-amyloide et ou le 
peptide beta-amyloide et test d 1 interactionpour la recherche de molecules 
inhibitricesde ladite interaction. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 11 

(iv) FORME DECHI FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 261 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

( ix ) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .2 61 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

ATG CTC ACA TTC ATG GCC TCT GAC AGC GAG GAA GAA GTG TGT GAT GAG 4 8 

Met Leu Thr Phe Met Ala Ser Asp Ser Glu Glu Glu Val Cys Asp Glu 
1 5 10 15 

CGG ACG TCC CTA ATG TCG GCC GAG AGC CCC ACG CCG CGC TCC TGC CAG 9 6 

Arg Thr Ser Leu Met Ser Ala Glu Ser Pro Thr Pro Arg Ser Cys Gin 
20 25 30 

GAG GGC AGG CAG GGC CCA GAG GAT GGA GAG AAT ACT GCC CAG TGG AGA 14 4 
Glu Gly Arg Gin Gly Pro Glu Asp Gly Glu Asn Thr Ala Gin Trp Arg 
35 40 45 

AGC CAG GAG AAC GAG GAG GAC GGT GAG GAG GAC CCT GAC CGC TAT GTC 192 
Ser Gin Glu Asn Glu Glu Asp Gly Glu Glu Asp Pro Asp Arg Tyr Val 
50 55 60 



WO 99/21886 



PCT/FR98/02278 



2/9 



TGT AGT GGG GTT CCC GGG CGG CCG CCA GGC CTG GAG GAA GAG CTG ACC 240 
Cys Ser Gly Val Pro Gly Arg Pro Pro Gly Leu Glu Glu Glu Leu Thr 
65 70 ~ 75 80 



CTC AAA TAC GGA GCG AAG CAT 
Leu Lys Tyr Gly Ala Lys His 
85 



261 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(X) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 243 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS : NON 

(ix) CARACTERI STIQUE: 

(A) NOM/ CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .243 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

ATG ACA GAG TTA CCT GCA CCG TTG TCC TAC TTC CAG AAT GCA CAG ATG 4 8 
Met Thr Glu Leu Pro Ala Pro Leu Ser Tyr Phe Gin Asn Ala Gin Met 
15 10 15 

TCT GAG GAC AAC CAC CTG AGC AAT ACT GTA CGT AGC CAG AAT GAC AAT 96 
Ser Glu Asp Asn His Leu Ser Asn Thr Val Arg Ser Gin Asn Asp Asn 

20 25 " 30 

AGA GAA CGG CAG GAG CAC AAC GAC AGA CGG AGC CTT GGC CAC CCT GAG 14 4 
Arg Glu Arg Gin Glu His Asn Asp Arg Arg Ser Leu Gly His Pro Glu 
35 40 45 

CCA TTA TCT AAT GGA CGA CCC CAG GGT AAC TCC CGG CAG GTG GTG GAG 192 
Pro Leu Ser Asn Gly Arg Pro Gin Gly Asn Ser Arg Gin Val Val Glu 
50 55 60 

CAA GAT GAG GAA GAA GAT GAG GAG CTG ACA TTG AAA TAT GGC GCC AAG 24 0 
Gin Asp Glu Glu Glu Asp Glu Glu Leu Thr Leu Lys Tyr Gly Ala Lys 
65 70 75 80 

CAT 243 
His 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2088 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
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(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

( ix ) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/ CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1 . .2088 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

ATG CTG CCC GGT TTG GCA CTG CTC CTG CTG GCC GCC TGG ACG GCT CGG 4 8 

Met Leu Pro Gly Leu Ala Leu Leu Leu Leu Ala Ala Trp Thr Ala Arg 

15 10 15 

GCG CTG GAG GTA CCC ACT GAT GGT AAT GCT GGC CTG CTG GCT GAA CCC 96 

Ala Leu Glu Val Pro Thr Asp Gly Asn Ala Gly Leu Leu Ala Glu Pro 

20 25 30 

CAG ATT GCC ATG TTC TGT GGC AGA CTG AAC ATG CAC ATG AAT GTC CAG 14 4 

Gin lie Ala Met Phe Cys Gly Arg Leu Asn Met His Met Asn Val Gin 

35 40 45 

AAT GGG AAG TGG GAT TCA GAT CCA TCA GGG ACC AAA ACC TGC ATT GAT 192 

Asn Gly Lys Trp Asp Ser Asp Pro Ser Gly Thr Lys Thr Cys lie Asp 

50 55 60 

ACC AAG GAA GGC ATC CTG CAG TAT TGC CAA GAA GTC TAC CCT GAA CTG 240 

Thr Lys Glu Gly lie Leu Gin Tyr Cys Gin Glu Val Tyr Pro Glu Leu 

65 70 75 80 

CAG ATC ACC AAT GTG GTA GAA GCC AAC CAA CCA GTG ACC ATC CAG AAC 288 

Gin lie Thr Asn Val Val Glu Ala Asn Gin Pro Val Thr lie Gin Asn 

85 90 95 

TGG TGC AAG CGG GGC CGC AAG CAG TGC AAG ACC CAT CCC CAC TTT GTG 33 6 

Trp Cys Lys Arg Gly Arg Lys Gin Cys Lys Thr His Pro His Phe Val 

100 105 HO 

ATT CCC TAC CGC TGC TTA GTT GGT GAG TTT GTA AGT GAT GCC CTT CTC 38 4 

He Pro Tyr Arg Cys Leu Val Gly Glu Phe Val Ser Asp Ala Leu Leu 

115 120 125 

GTT CCT GAC AAG TGC AAA TTC TTA CAC CAG GAG AGG ATG GAT GTT TGC 4 32 

Val Pro Asp Lys Cys Lys Phe Leu His Gin Glu Arg Met Asp Val Cys 

130 135 140 

GAA ACT CAT CTT CAC TGG CAC ACC GTC GCC AAA GAG ACA TGC AGT GAG 4 80 

Glu Thr His Leu His Trp His Thr Val Ala Lys Glu Thr Cys Ser Glu 

1^5 150 155 " 160 

AAG AGT ACC AAC TTG CAT GAC TAC GGC ATG TTG CTG CCC TGC GGA ATT 52 8 

Lys Ser Thr Asn Leu His Asp Tyr Gly Met Leu Leu Pro Cys Gly He 

165 170 175 

GAC AAG TTC CGA GGG GTA GAG TTT GTG TGT TGC CCA CTG GCT GAA GAA 57 6 

Asp Lys Phe Arg Gly Val Glu Phe Val Cys Cys Pro Leu Ala Glu Glu 

180 185 190 

AGT GAC AAT GTG GAT TCT GCT GAT GCG GAG GAG GAT GAC TCG GAT GTC 62 4 

Ser Asp Asn Val Asp Ser Ala Asp Ala Glu Glu Asp Asp Ser Asp Val 

195 200 205 

TGG TGG GGC GGA GCA GAC ACA GAC TAT GCA GAT GGG AGT GAA GAC AAA 672 
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Trp Trp Gly Gly Ala Asp Thr Asp Tyr Ala Asp Gly Ser Glu Asp Lys 
210 ' 215 220 

GTA GTA GAA GTA GCA GAG GAG GAA GAA GTG GCT GAG GTG GAA GAA GAA 720 
Val Val Glu Val Ala Glu Glu Glu Glu Val Ala Glu Val Glu Glu Glu 
225 230 235 240 

GAA GCC GAT GAT GAC GAG GAC GAT GAG GAT GGT GAT GAG GTA GAG GAA 768 
Glu Ala Asp Asp Asp Glu Asp Asp Glu Asp Gly Asp Glu Val Glu Glu 
245 250 255 

GAG GCT GAG GAA CCC TAC GAA GAA GCC ACA GAG AGA ACC ACC AGC ATT 816 
Glu Ala Glu Glu Pro Tyr Glu Glu Ala Thr Glu Arg Thr Thr Ser lie 
260 265 270 

GCC ACC ACC ACC ACC ACC ACC ACA GAG TCT GTG GAA GAG GTG GTT CGA 864 
Ala Thr Thr Thr Thr Thr Thr Thr Glu Ser Val Glu Glu Val Val Arg 
275 280 285 

GTT CCT ACA ACA GCA GCC AGT ACC CCT GAT GCC GTT GAC AAG TAT CTC 912 
Val Pro Thr Thr Ala Ala Ser Thr Pro Asp Ala Val Asp Lys Tyr Leu 
290 295 300 

GAG ACA CCT GGG GAT GAG AAT GAA CAT GCC CAT TTC CAG AAA GCC AAA 960 
Glu Thr Pro Gly Asp Glu Asn Glu His Ala His Phe Gin Lys Ala Lys 
305 ^ 310 315 320 

GAG AGG CTT GAG GCC AAG CAC CGA GAG AGA ATG TCC CAG GTC ATG AGA 1008 
Glu Arg Leu Glu Ala Lys His Arg Glu Arg Met Ser Gin Val Met Arg 
325 330 335 

GAA TGG GAA GAG GCA GAA CGT CAA GCA AAG AAC TTG CCT AAA GCT GAT 1056 
Glu Trp Glu Glu Ala Glu Arg Gin Ala Lys Asn Leu Pro Lys Ala Asp 
340 345 350 

AAG AAG GCA GTT ATC CAG CAT TTC CAG GAG AAA GTG GAA TCT TTG GAA 1104 
Lys Lys Ala Val lie Gin His Phe Gin Glu Lys Val Glu Ser Leu Glu 
355 360 365 

CAG GAA GCA GCC AAC GAG AGA CAG CAG CTG GTG GAG ACA CAC ATG GCC 1152 
Gin Glu Ala Ala Asn Glu Arg Gin Gin Leu Val Glu Thr His Met Ala 
370 375 380 

AGA GTG GAA GCC ATG CTC AAT GAC CGC CGC CGC CTG GCC CTG GAG AAC 1200 
Arg Val Glu Ala Met Leu Asn Asp Arg Arg Arg Leu Ala Leu Glu Asn 
385 390 395 400 

TAC ATC ACC GCT CTG CAG GCT GTT CCT CCT CGG CCT CGT CAC GTG TTC 1248 
Tyr lie Thr Ala Leu Gin Ala Val Pro Pro Arg Pro Arg His Val Phe 
405 410 415 

AAT ATG CTA AAG AAG TAT GTC CGC GCA GAA CAG AAG GAC AGA CAG CAC 1296 
Asn Met Leu Lys Lys Tyr Val Arg Ala Glu Gin Lys Asp Arg Gin His 
420 425 430 

ACC CTA AAG CAT TTC GAG CAT GTG CGC ATG GTG GAT CCC AAG AAA GCC 1344 
Thr Leu Lys His Phe Glu His Val Arg Met Val Asp Pro Lys Lys Ala 
435 440 445 

GCT CAG ATC CGG TCC CAG GTT ATG ACA CAC CTC CGT GTG ATT TAT GAG 1392 
Ala Gin He Arg Ser Gin Val Met Thr His Leu Arg Val He Tyr Glu 
450 455 460 

CGC ATG AAT CAG* TCT CTC TCC CTG CTC TAC AAC GTG CCT GCA GTG GCC 1440 
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Arg Met Asn Gin Ser Leu Ser Leu Leu Tyr Asn Val Pro Ala Val Ala 
46 5 470 475 480 

GAG GAG ATT CAG GAT GAA GTT GAT GAG CTG CTT CAG AAA GAG CAA AAC 14 8 8 
Glu Glu He Gin Asp Glu Val Asp Glu Leu Leu Gin Lys Glu Gin Asn 
485 490 495 

TAT TCA GAT GAC GTC TTG GCC AAC ATG ATT AGT GAA CCA AGG ATC AGT 1536 
Tyr Ser Asp Asp Val Leu Ala Asn Met He Ser Glu Pro Arg He Ser 
500 505 510 

TAC GGA AAC GAT GCT CTC ATG CCA TCT TTG ACC GAA ACG AAA ACC ACC 158 4 
Tyr Gly Asn Asp Ala Leu Met Pro Ser Leu Thr Glu Thr Lys Thr Thr 
515 520 525 

GTG GAG CTC CTT CCC GTG AAT GGA GAG TTC AGC CTG GAC GAT CTC CAG 1632 
Val Glu Leu Leu Pro Val Asn Gly Glu Phe Ser Leu Asp Asp Leu Gin 
530 535 540 

CCG TGG CAT TCT TTT GGG GCT GAC TCT GTG CCA GCC AAC ACA GAA AAC 1680 
Pro Trp His Ser Phe Gly Ala Asp Ser Val Pro Ala Asn Thr Glu Asn 
545 550 555 560 

GAA GTT GAG CCT GTT GAT GCC CGC CCT GCT GCC GAC CGA GGA CTG ACC 1728 
Glu Val Glu Pro Val Asp Ala Arg Pro Ala Ala Asp Arg Gly Leu Thr 
565 570 575 

ACT CGA CCA GGT TCT GGG TTG ACA AAT ATC AAG ACG GAG GAG ATC TCT 1776 
Thr Arg Pro Gly Ser Gly Leu Thr Asn He Lys Thr Glu Glu He Ser 
580 585 590 

GAA GTG AAG ATG GAT GCA GAA TTC CGA CAT GAC TCA GGA TAT GAA GTT 1824 
Glu Val Lys Met Asp Ala Glu Phe Arg His Asp Ser Gly Tyr Glu Val 
595 600 * 605 

CAT CAT CAA AAA TTG GTG TTC TTT GCA GAA GAT GTG GGT TCA AAC AAA 1872 
His His Gin Lys Leu Val Phe Phe Ala Glu Asp Val Gly Ser Asn Lys 
610 615 620 

GGT GCA ATC ATT GGA CTC ATG GTG GGC GGT GTT GTC ATA GCG ACA GTG 1920 
Gly Ala He lie Gly Leu Met Val Gly Gly Val Val He Ala Thr Val 
625 630 635 640 

ATC GTC ATC ACC TTG GTG ATG CTG AAG AAG AAA CAG TAC ACA TCC ATT 196 8 
He Val He Thr Leu Val Met Leu Lys Lys Lys Gin Tyr Thr Ser He 
645 650 655 

CAT CAT GGT GTG GTG GAG GTT GAC GCC GCT GTC ACC CCA GAG GAG CGC 2016 
His His Gly Val Val Glu Val Asp Ala Ala Val Thr Pro Glu Glu Arg 
660 665 670 

CAC CTG TCC AAG ATG CAG CAG AAC GGC TAC GAA AAT CCA ACC TAC AAG 2 064 
His Leu Ser Lys Met Gin Gin Asn Gly Tyr Glu Asn Pro Thr Tyr Lys 
675 680 685 

TTC TTT GAG CAG ATG CAG AAC TAG 208 8 

Phe Phe Glu Gin Met Gin Asn + 
690 695 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: oli 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS : NON 



(ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/ CLE: - 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .38 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
C G G AATT CAT C GATT C C AC C ATGCT C ACATT CATG G CC 3 8 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: oligo 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 43 paires de bases 
<B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/ CLE: - 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .43 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CCGCTCGAGTCATTGTCGACCATGCTTCGCTCCGTATTTGAGG 4 3 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: oligo 8172 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iv) ANTI-SENS: NON 
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(ix) CARACT ERI STIQUE : 

(A) NOM/ CLE: - 

(B) EMPLACEMENT: 1 . .27 



(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
C AAA GAT C T GAT G C AG AAT T C C G AC AT 2 7 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: oligo 8181 

(i) CARACT ERI S T I QU E S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 59 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



( ix ) CARACT ERI STIQUE : 

(A) NOM/ CLE: - 

(B) EMPLACEMENT: 1 . . 59 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CAAGCGGCCGCTCATCCCTTGTCATCGTCGTCCTTGTAGTCTCCGTTCTGCATCTGCTC 5 9 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: oligo 8171 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(ix) CARACTERI STIQUE: 

(A) NOM/ CLE: - 

(B) EMPLACEMENT: 1. .27 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CAAAGATCTAAGAAACAGTACACATCC 2 7 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: oligo 
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) N OMB RE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: - 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .29 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
ccatcgatggctaCATCTTCACTTCAGAG 29 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: oligo 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 

( ix ) CARACTERI STIQUE : 

(A) NOM/CLE: - 

(B) EMPLACEMENT : 1 . .31 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 
ccatcgatggctaTTTTTGATGATGAACTTC 31 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: oligo 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iv) ANTI-SENS : NON 

(ix) CARACTERI STIQUE: 

(A) NOM/CLE: - 

(B) EMPLACEMENT:!. .17 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
CCGTGGAGCTCCTCCCG 17 
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